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RESUMEN 
En el presente trabajo se evaluó el efecto del uso del suelo, sobre la densidad y diversidad de 
bacterias degradadoras de hidrocarburos (HC) y su la relación con la capacidad de degradación de 
HC. Se seleccionaron los usos de suelo: bosque, pastizal y cafetal sin sombrío en la cuenca del rio 
La Vieja, y bosque, cebollar y plantación forestal de pino en la cuenca del rio Otún. Se realizó un 
evento de muestreo en época lluviosa y otro en época seca. La densidad de bacterias se evaluó 
mediante la técnica de NMP en medio Bushnell-Hass, suplementado con diesel y usando XTT como 
indicador de actividad. Las bacterias fueron recuperadas en agar nutritivo y se verificó la capacidad 
degradadora de cada aislado mediante cultivos consecutivos en agar Bushnell-Hass en atmosfera 
saturada de diesel. La afiliación taxonómica de los aislados, se realizó por secuenciación de una 
región de gen rDNA 16S. Para evaluar la relación entre diversidad y capacidad degradadora, suelos 
con diversidad inicial conocida fueron contaminados con 20.000 mg diesel/kg suelo y se evaluó el 
contenido inicial y final de hidrocarburos totales luego de 45 días. No se observaron diferencias 
significativas en densidad ni en diversidad entre los usos de suelo y entre épocas climáticas, 
aunque se observó la tendencia a que suelos de pastizal y cebollar tuvieran mayores densidades y 
fueran más diversos. El análisis de correspondencia y la secuenciación, mostraron que el uso de 
intensivo del suelo como pastizal y monocultivos con o sin rotación, así como el cambio en la 
época climática, conllevó cambios en la composición de los gremios de degradadores de 
hidrocarburos, que pueden ser indicativos de cada uso y época climática. El análisis de correlación 
canónica determinó que la estructura de los gremios no estuvo determinada ni por factores 
ambientales, ni por las propiedades fisicoquímicas del suelo, pero pueden estar relacionadas con 
el uso del suelo. La capacidad degradadora de hidrocarburos, se relacionó con la diversidad pero 
no con la densidad de organismos degradadores de hidrocarburos, y puede estar relacionada con 
la historia de uso del suelo y la vegetación. Se reportan especies de bacterias degradadoras de HC 
que antes no habían sido asociadas con esta función.  
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INTRODUCCIÓN 
 
El complejo ecoregional Andes del Norte en nuestro país, dentro del cual se localiza la ecoregión 
cafetera, ha experimentado desde el siglo pasado, alteraciones producto de las actividades de 
explotación humana de bienes y servicios ambientales, que han conllevado a la fragmentación de 
los ecosistemas naturales, por la expansión de la frontera agrícola; esto ha conducido a que las 
zonas de boque hayan llegado en la actualidad a representar solo el 30% del área en esa zona, 
estando el 70% restante representado por usos del suelo para actividades pecuarias y agrícolas 
como ganadería, cafetales, cañaduzales, cebollares y plantaciones forestales de pino (Rodriguez, 
2009). La transformación del paisaje y el cambio en el uso del suelo constituyen factores 
determinantes en la pérdida de fertilidad y calidad del suelo, la modificación de nichos ecológicos 
y la reducción de la diversidad biológica.  
Los microorganismos  son  un  componente muy  importante del  suelo,  dada  su  alta  abundancia  
(cerca  de  109 individuos por gramo de suelo), su alta diversidad aparente (un mínimo de  6000  a  
38000  genomas  por  gramo)(Curtis, 2002) y  la multiplicidad  de funciones metabólicas implicadas 
en procesos ecosistémicos que incluyen: ciclos biogeoquímicos, la transformación y mineralización 
de materia orgánica y la degradación de compuestos xenobióticos, (Torsvik et al., 1990; Whitman 
et al., 1998; Schloter et al., 2003) funciones que en muchos casos son realizadas exclusivamente 
por bacterias. 
La interacción existente entre los productores primarios (i.e, plantas, microalgas, cianobacterias) y 
los microorganismos descomponedores, la cual en muchos casos es especie-especifica, contribuye 
a la estabilidad y fertilidad del suelo. La composición de las comunidades bacterianas no sólo está 
determinada por las características fisicoquímicas del suelo, sino también por las poblaciones 
vegetales que éste sustenta (Garveva et al., 2004), siendo la rizósfera un ambiente propicio para la 
proliferación de poblaciones de heterótrofos. Dada esta estrecha relación, los microorganismos 
han sido postulados como indicadores de peturbaciones en la calidad del suelo producto del 
cambio en las coberturas vegetales y por ende del uso del mismo.  
 
El estudio de los microorganismos edáficos está frecuentemente enfocado a las variaciones de la 
densidad y diversidad de grupos funcionales implicados en ciclos biogeoquimicos del carbono, 
nitrógeno y fosforo, como lo son los hongos y bacterias celuloliticas, proteolíticas y ligninoliticas, 
bacterias denitrificantes, bacterias fijadoras de nitrógeno y bacterias solubilizadores de fósfatos 
(Roldán, 2009). Implicados en el ciclo biogeoquimico del carbono, se encuentran los 
microorganismos degradadores de hidrocarburos (HC), los cuales desempeñan un papel 
fundamental y exclusivo, en la mineralización de este tipo de compuestos. A pesar de la creencia 
generalizada que los organismos degradadores de HC solo pueden ser encontrados en lugares 
17 
 
expuestos a contaminaciones agudas o crónicas con derivados del petróleo, las bacterias 
degradadoras de HC son considerados microorganismos cosmopolitas en ecosistemas edáficos y 
acuáticos (Leahy y Colwell, 1990). 
 
Los  HC son  una  clase  de  compuestos naturales  que  no  solo  pueden  ser  encontrados  en  
áreas contaminadas  por  petróleo  y  sus  derivados,  sino  que  pueden ser  halladas  en  
cantidades relativamente pequeñas en suelos  y  sedimentos,  derivados  de  la biosíntesis  por  
parte  de  plantas  (Kolattukudy, 1970),  insectos  (Stanley-Samuelson  y Nelson, 1993)  y  algunos 
microorganismos  (e.g., bacterias, levaduras, hongos miceliales y microalgas) (Ladygina et al., 
2006),  y  son  considerados  como  los compuestos  de  origen  natural  más  estables  (Eugene, 
2006).  Una  fuente importante de HC  en  suelo,  la  constituye  la  capa  cerosa  que recubre  
algunas  estructuras  vegetativas  en  plantas,  así  como polifenoles  y  resinas  presentes  en  
acículas  de  coníferas.  La degradación  de  estas  ceras  por  parte  de  algunos animales es 
limitada,  siendo  los  microorganismos  los  que  logran  la mineralización  completa.  A  nivel  
interno  de  la  región vegetativa  de  la  planta,  los  HC  pueden  ser  encontrados  como parte de 
la lignina, la cual en el suelo puede unirse a partículas de  arcilla  y  ser  degradada  por  bacterias  
de  los  géneros Pseudomonas  spp.,  Xanthomonas  spp.,  Acinetobacter  spp., Bacillus spp., 
Arthrobacter spp., Micrococcus spp. y Bacillus spp.   
 
La respuesta de la microflora edáfica ante disturbios externos que pueden modificar las 
condiciones ambientales, suele estar representada por cambios en las tasas metabólicas, en la 
biomasa o en la estructura de las comunidades. Los cambios en las comunidades bacterianas 
pueden obedecer a la entrada de nuevas poblaciones o de nutrientes como carbono (Drenovsky et 
al., 2004), a cambios en propiedades fisicoquímicas del suelo por disturbios de origen 
antropogénico o natural, (Wu et al., 2004), a cambios en variables ambientales  (Grüter et al., 
2006), aplicación de fertilizantes (Susuki et al., 2005) o compuestos xenobióticos (Chen et al., 
2007). A su vez los agro-ecosistemas tropicales generan procesos de degradación del suelo por 
pérdida de carbono y nitrógeno en la biomasa vegetal, agotamiento de nutrientes y reducción de 
la capacidad de retención de agua. Aunque en muchos casos sea el tipo de suelo el determinante 
de la composición de las comunidades bacterianas, en otros casos es el tipo de manejo el 
parámetro más relevante en la diversidad bacteriana. La diversidad bacteriana puede verse 
reducida por procesos como el arado (Bruns et al., 1999) o puede incrementarse en suelos con 
rotación de cultivos (Yao et al., 2006).  
 
Para el estudio de las comunidades microbianas se han empleado diversas estrategias que pueden 
basarse en métodos de cultivo de los organismos o más recientemente en herramientas 
moleculares independientes del cultivo de los mismos.  
Los estudios de diversidad microbiana pueden enfocarse en una descripción funcional de las 
comunidades, caracterizando grupos específicos (e.g. fijadores de nitrógeno, denitrificantes, 
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nitrificantes, sulfato reductores, sulfuro oxidadores o degradadores de hidrocarburos) (Muyzer, 
1999); para ello se vale del estudio de genes implicados en rutas metabólicas específicas y lo 
suficientemente conservadas dentro del grupo, para identificar taxonómica y filogenéticamente a 
las poblaciones implicadas. También puede seguirse una descripción general de la comunidad, 
caracterizando genes implicados en procesos o estructuras con una función esencial, distribuida 
universalmente, cuyo cambio en la secuencia refleje la historia evolutiva del organismo y que sea 
altamente conservado (e.g., genes ribosomales, genes de polimerasas de RNA). 
El uso de técnicas dependientes de cultivo es reconocido por su selectividad, reflejando en 
ocasiones microorganismos con fenotipos muy diferentes a los presentados in situ, lo cual puede 
deberse a la limitación de las técnicas actuales de cultivo de reproducir las condiciones 
ambientales específicas. Esto tiene como consecuencia una subestimación de la riqueza y 
abundancia tanto de las especies como de las funciones que éstas desempeñan. Se calcula que el 
porcentaje de organismos cultivables conocidos representa aproximadamente del 0,1% a un 
máximo de 10% del total de especies en todos los hábitats (Davis et al., 2005). Es así como el 
aislamiento de cepas y su caracterización feno y genotípica conlleva a un conocimiento limitado y 
sesgado de la composición de las comunidades. 
Por ello se han planteado estrategias de estudio a nivel de comunidades utilizando técnicas 
independientes de cultivo. Los análisis moleculares usando ácidos nucleicos han permitido el 
desarrollo de técnicas que ya no necesitan del aislamiento y cultivo de organismos, reduciendo la 
subestimación inherente al cultivo in vitro. Estas técnicas implican la lisis celular, extracción de 
ácidos nucleicos y el análisis de genes específicos o el análisis a nivel de genoma de muestras 
ambientales. Las herramientas moleculares pueden igualmente proporcionar información que 
permite relacionar las diferentes medidas de diversidad ambiental (riqueza y abundancia) con los 
análisis de ecología de las poblaciones implicadas (Ranjard et al., 2000). 
Sea cual fuere la estrategia en el estudio de las comunidades bacterianas, para la valoración de los 
bienes y servicios ambientales, así como para el entendimiento de la dinámica de los sistemas 
ecológicos, la necesidad del reconocimiento y descripción de los organismos que están implicados 
en los procesos ecosistémicos, asi como la estructura de sus comunidades y la naturaleza de sus 
interacciones constituye una prioridad.  
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1. TITULO 
 
Evaluación de la diversidad de bacterias degradadoras de hidrocarburos aisladas de suelos de las 
cuencas de los ríos Otún y la Vieja. 
 
2. OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar el efecto del uso del suelo sobre la diversidad de bacterias degradadoras de hidrocarburos 
en las cuencas de los ríos La Vieja y Otún y la relación de ésta diversidad con la capacidad 
degradadora. 
 
3. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
             
 Estimar y comparar la densidad de bacterias degradadoras de hidrocarburos, aisladas de 
suelos con diversos tipos de uso. 
 
 Estimar y comparar la diversidad y composición de especies de bacterias degradadoras de 
hidrocarburos aisladas de suelos con diversos tipos de uso. 
 
 Evaluar en forma prelimiar el efecto de la época climática en la diversidad y la composición de 
especies de bacterias degradadoras de hidrocarburos. 
 
 Analizar la relación entre la diversidad de bacterias degradadoras de hidrocarburos y la 
capacidad degradadora de hidrocarburos totales de petróleo, en suelos asociados a diferentes 
usos. 
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4. PROBLEMA 
 
 
4.1 Formulación. ¿Diferentes usos del suelo generan un impacto sobre la densidad, diversidad y  
capacidad degradadora de bacterias degradadoras de hidrocarburos? 
4.2 Planteamiento. Frecuentemente se menciona el aparente impacto que suponen sobre la 
diversidad biológica (evaluada ésta por taxones o por la funciones que éstos taxones cumplen), los 
manejos intensivos y en ocasiones excesivos de los sistemas ecológicos. En la mayoría de los casos 
esto se ve reflejado en la reducción o la desaparición de los hábitat y la modificación de nichos de 
especies animales y vegetales, justificando su conservación y protección, con fines paisajísticos y 
ecológicos. Sin embargo, a pesar del conocimiento general del papel que cumplen los 
microorganismos en la productividad de los sistemas ecológicos naturales o artificiales, en el 
ciclaje de nutrientes, e inclusive en la regulación climática global (Atlas y Bartha, 2002), poco se 
conoce, no solo acerca de la diversidad específica de microorganismos asociados a suelos 
tropicales andinos, sino también acerca de los efectos que los cambios hechos en el uso del suelo, 
tienen en la diversidad de microorganismos, ni si estos cambios se corresponden con pérdidas en 
la funcionalidad, resiliencia  y resistencia, propios de sistemas sucesionales. 
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5 HIPOTESIS 
 
 
 HO: La densidad de microorganismos degradadores de hidrocarburos no presentará diferencias 
entre diversos usos del suelo.  
HA: La densidad de microorganismos degradadores de hidrocarburos presentará diferencias 
entre diversos usos del suelo. 
 
 HO: La diversidad y composición de especies de bacterias degradadoras de hidrocarburos no 
presentará diferencias entre suelos sometidos a diferentes usos del suelo.  
HA: La diversidad genética y composición de especies de bacterias degradadoras de 
hidrocarburos presentará diferencias entre suelos sometidos a diferentes usos del suelo.  
 
 HO: La diversidad y composición de especies bacterianas degradadoras de hidrocarburos será 
igual entre eventos de muestreo.    
HA: La diversidad y composición de especies bacterianas degradadoras de hidrocarburos será 
diferente entre eventos de muestreo.    
 
 HO: Suelos con número de filotipos bacterianos diferente, presentarán igual capacidad 
degradadora de hidrocarburos. 
HA: Suelos con número de filotipos bacterianos diferente, presentarán diferente capacidad 
degradadora de hidrocarburos. 
 
 HO: La diversidad de especies de bacterias degradadoras de hidrocarburos no se correlacionará 
con la capacidad degradadora de hidrocarburos. 
HA: La diversidad de especies de bacterias degradadoras de hidrocarburos se correlacionará 
con la capacidad degradadora de hidrocarburos. 
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6 JUSTIFICACION 
 
Son múltiples los estudios en diversidad y biología de la conservación de especies, basados en 
macro-organismos  (i.e., animales, plantas y algunos hongos filamentosos macroscópicos); dada la 
relativa facilidad en la descripción de este tipo de organismos, de su ubicación en las redes tróficas 
y en los procesos de dinámica de los ecosistemas de los cuales hacen parte, ha sido posible 
entender e incluso predecir los efectos que ocasionaría la desaparición de poblaciones y especies 
en una región dada, causando alarma por las consecuencias que esto puede generar en la 
productividad primaria o secundaria de estos ecosistemas.  
Para el entendimiento de la dinámica de los sistemas ecológicos y del ciclaje de materia y energía, 
es clara la necesidad del reconocimiento y descripción de los organismos que están implicados en 
estos procesos. Esto incluye el conocimiento de cuántos están implicados, en qué momentos y, 
junto con quiénes realizan los procesos, así como los cambios que los factores externos ejercen 
sobre la estructura y composición de las comunidades de estos organismos; dentro de ésta 
dinámica, las poblaciones bacterianas en el suelo constituyen un componente fundamental.  
La falta de información derivada del escaso conocimiento a acerca de la totalidad de los 
microorganismos presentes en el suelo, conlleva a un desconocimiento de la base productiva de la 
mayoría de biomas mundiales, la cual sin duda está basada en las interacciones microbianas. En 
algunos casos los procariotas constituyen las únicas formas de vida en ambientes extremos y 
conforman las primeras poblaciones colonizadoras en ambientes intervenidos severamente por el 
hombre o por eventos naturales de gran magnitud. Es claro que sin la presencia de 
microorganismos en el suelo, el ciclaje de nutrientes se interrumpiría y llegaría al punto que o bien 
los reservorios naturales de estos elementos se agotarían, o no quedarían disponibles. Este 
impacto podría reflejarse en la desaparición de poblaciones de macro-organismos dependientes 
de estos reservorios. Puede ser entonces, que la extinción de algunas poblaciones de plantas o 
animales que son atribuidas a la explotación agrícola intensiva, sea en realidad un evento 
posterior al impacto generado en las comunidades microbianas. 
Dentro de los ciclos biogeoquímicos del nitrógeno y del carbono en los sistemas ecológicos, las 
bacterias degradadoras de hidrocarburos (HC), desempeñan un papel fundamental, al ser 
responsables dentro de las comunidades microbianas, de la mineralización de los hidrocarburos 
como heptadecano, fitano, pristano, derivados de la biosíntesis por parte bacterias, hongos, 
plantas y algunos insectos, como parte de su estructura.  
Las actividades pecuarias y agrícolas intensivas, han fomentado el uso indiscriminado de 
compuestos biocidas para el control de plagas y malezas, compuestos que pueden ser estructural 
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y químicamente relacionados con los HC, lo que podría conducir a cambios en la densidad y 
estructura de las poblaciones de microorganismos degradadores de estos compuestos, que 
podrían ser indicativos de estos tipos de uso.   
Es así como el estudio de poblaciones microbianas edáficas específicas, de la estructura de las 
comunidades, de la función que éstas cumplen y del impacto generado sobre éstas con las 
actividades pecuarias y agrícolas, constituye una prioridad. Estos estudios no sólo son cruciales 
para el conocimiento básico de la dinámica ecológica sino como información base para la 
aplicación de herramientas que permitan aumentar o estabilizar la productividad y el rendimiento 
sostenible de sistemas agrícolas y servicios ambientales de la ecorregión cafetera colombiana, a 
nivel de las cuencas de los ríos Otún y La Vieja.   
Acogiéndose al concepto de áreas estratégicas aprobadas por el Consejo Nacional de Ciencia y 
Tecnología, en el año 2004, el Centro de Investigación y Estudios en Biodiversidad y Recursos 
Genéticos (CIEBREG), presenta un proyecto enmarcado en el conocimiento y valoración de bienes 
y servicios ambientales de la biodiversidad para el desarrollo sostenible de paisajes rurales 
colombianos específicamente del complejo ecorregional Andes del Norte, del cual hacen parte las 
cuencas de los ríos La Vieja y Otún, tanto en sus componentes de bioma, ecosistema, y cobertura 
vegetal, a nivel de macro y microorganismos.  
Enmarcados dentro del primer objetivo específico del CIEBREG mediante el cual se desea 
“caracterizar, evaluar y monitorear la biodiversidad en paisajes naturales asociada a sistemas 
productivos para el mantenimiento de la funcionalidad ecológica” (Rodríguez, 2007), la unidad de 
saneamiento y biotecnología ambiental (USBA) de la Pontificia Universidad Javeriana, ha 
planteado contribuir a la caracterización de la diversidad microbiana de suelos de las cuencas de 
los ríos la Vieja y Otún. En el presente estudio se evaluó la densidad y diversidad de bacterias 
degradadoras de hidrocarburos, a partir de muestras de suelo provenientes de biomas de las 
cuencas de los ríos La Vieja  (Departamentos del Quindío, Valle del Cauca, Risaralda) y Otún 
(Departamento de Risaralda) y su relación con el uso del suelo en sistemas productivos agrícolas y 
pecuarios, mediante cultivo y recuento selectivo por la técnica de número más probable (NMP), 
discriminación de ribotipos por PCR-DGGE del DNAr 16S y su afiliación taxonómica por 
secuenciación. De igual manera se evaluó la relación entre densidad, diversidad y capacidad de 
degradación de hidrocarburos totales de petróleo. 
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7. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES 
  
7.1 HIDROCARBUROS EN LA NATURALEZA. 
“Los hidrocarburos (HC) son un clase de compuestos naturales que no solo pueden ser 
encontrados en áreas contaminadas por petróleo y sus derivados, sino que cantidades 
relativamente bajas pueden ser halladas en suelos y sedimento, derivados de la biosíntesis por 
parte de plantas, insectos y algunos microorganismos mediante la reducción de acil-CoA con 
NADH o NADPH” (Rosenberg, 2006) y se consideran como los compuestos de origen natural más 
estables. 
 
En el suelo, varios tipos de microorganismos han sido reportados como productores de 
hidrocarburos, ya sea como productos intracelulares o extracelulares; intracelularmente algunos 
tipos de cianobacterias se caracterizan por la producción de 7- y 8-metil-heptadecanos; otras 
bacterias fotosintéticas se distinguen por la producción de hidrocarburos acíclicos como pristano y 
fitano, mientras que la producción de hidrocarburos alifáticos de cadena larga es predominante en 
ciertos hongos miceliales. Extracelularmente algunos producen hidrocarburos alifáticos y volátiles 
diferentes a metano (e.g. Bacillus spp. productor de isoprenoides)(Ladygina et al., 2006).  
Otra fuente importante de hidrocarburos en suelo la constituye las plantas, la superficie de los 
tallos, raíces y en especial las hojas, las cuales están cubiertas por una mezcla a menudo cristalina, 
de lípidos llamados comúnmente como ceras. Los componentes más comunes de las cuales son 
hidrocarburos, ésteres, flavonas y terpenos, muchos de los cuales tienen como función la 
protección contra la desecación, en especial en regiones con vientos fríos secos. En especies de 
coníferas y otras gimnospermas, las hojas contienen cantidades menores de polifenoles y resinas, 
las cuales también son usadas en procesos de cicatrización. La degradación de estas ceras por 
parte de algunos animales es limitada, siendo los microorganismos los que logran la mineralización 
completa (Kolattukudy, 1970).  
 
A nivel interno de la región vegetativa de la planta, los hidrocarburos pueden ser encontrados en 
forma de lignina, la cual es un compuesto aromático conformado por subunidades de 
oxifenilpropano, formados a su vez por la polimerización de tres tipos de alcoholes p-coumaril, 
coniferil y sinapil. La lignina puede unirse a partículas de arcilla y ser degradado por bacterias de 
los géneros Pseudomonas spp., Xanthomonas spp., Acinetobacter spp., Bacillus spp., Arthrobacter 
spp. y Micrococcus spp. En el reino animal, los lípidos cuticulares de los insectos contienen hasta 
un 60% de alcanos, todos los cuales son saturados, aunque pueden presentarse en forma 
ramificada como metil alcanos, y que además de servir como una protección contra la desecación, 
también se han vinculado con señales de comunicación para atracción de parejas (Stanley-
Samuelson y Nelson, 1993). 
 
El proceso general de formación de alcanos comienza a partir de ácidos grasos ya sea por 
elongación luego de una decarboxilación, o por condensación entre dos ácidos grasos 
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bioquímicamente disimilares. El acil-CoA graso es luego reducido al aldehído, posteriormente a 
alcohol, el cual luego es esterificado con radicales acilo, acil-CoA o fosfolípidos. 
 
7.1.1 Degradación microbiana de hidrocarburos. Los hidrocarburos de petróleo pueden ser 
divididos en cuatro clases: los saturados, los aromáticos, los asfaltenos (e.g., fenoles, ácidos 
grasos, cetonas, esteres y porfirinas) y las resinas (piridinas, quinolonas, carbazoles, sulfóxidos y 
amidas).  
 
Todos difieren en su susceptibilidad al ataque microbiano, siendo las tasas de degradación 
mayores para los saturados, seguido por los aromáticos ligeros, siendo los aromáticos de alto peso 
molecular y los compuestos polares los que exhiben las tasas más bajas. Los HC se han clasificado 
en un orden de susceptibilidad al ataque microbiano en forma decreciente así: n-alcanos, alcanos 
ramificados, aromáticos de bajo peso molecular y alcanos cíclicos. Sin embargo esto no es una 
regla, ya que esto depende de factores como: concentración del HC, estado físico del HC, la 
temperatura, oxigeno disuelto disponible, nutrientes como N, P y K, y en menor grado, la 
salinidad, la presión, actividad del agua y pH (Leahy y Colwell, 1990). 
La degradación de HC se realiza solamente en presencia de agua y el crecimiento de los 
microorganismos degradadores no se efectúa sobre estos compuestos, sino en el agua que los 
rodea, ya que la mayoría de estos compuestos son solubles en cierto grado, siendo la formación 
de emulsiones un paso fundamental en el proceso de degradación1  
El proceso general en la vía asimilatoria de alcanos, alquenos y alquinos en Pseudomonas 
spp.(Figura 1) incluye inicialmente la acción de una mono-oxigenasa unida a membrana, que junto 
con rubredoxina y rubredoxina reductasa, ayudan a transferir electrones desde NADH+H+, hasta 
una hidroxilasa citoplasmática, para la conversión de los alcanos en alcoholes; posteriormente el 
alcohol es oxidado a aldehído y luego a ácido antes de proceder a la -oxidación y luego al ciclo de 
ácidos tricarboxílicos (ATC) o ciclo de Krebs, para servir tanto como fuente de carbono como de 
energía. (Van Hamme et al., 2003). 
 
En el caso de los hidrocarburos aromáticos, el metabolismo asimilatorio en Pseudomonas spp. 
(Figura 2), implica inicialmente un primer conjunto de reacciones las cuales median la conversión 
del núcleo aromático en catecol mediante la acción de dioxigenasas, y luego la conversión vía 
rompimiento orto o meta del catecol, que conduce a acetaldehído y piruvato, y posteriormente a 
la formación de acetil-CoA los cuales son incorporados en el ciclo ATC. La mayoría de estudios en 
la genética del metabolismo de hidrocarburos han identificado que los genes implicados en la 
degradación están codificados en su mayoría en plásmidos tanto para la degradación de alcanos 
como de PAH. Bacterias, cianobacterias, algas y hongos, son capaces de degradar HC policíclicos 
de bajo (dos o tres anillos) o alto peso molecular (cuatro o más anillos) como naftaleno, 
acenafteno, antraceno, fluoranteno, pireno y  criseno y usarlos como única fuente de carbono 
(Leahy y Collwel, 1990; Van Hamme et al., 2003), y benzo(a) pireno por cometabolismo.  
 
                                                             
1
Module Five: Biodegradation Microbiology: Mechanisms of degradation. Disponible en línea en: <<  
http://wvlc.uwaterloo.ca/biology447/modules/module5/5_main.htm>>. Septiembre 16 2009. 
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Figura 1. Esquema de reacciones del catabolismo aerobio de hidrocarburos alifáticos. Esquema 
general del catabolismo del octano en Pseudomonas putida.  Modificado de: Module Five: Biodegradation 
Microbiology: General biodegradation of naturally-occurring compounds. Disponible en línea en: 
<<http://wvlc.uwaterloo.ca/biology447/modules/module5/5a9_s1.htm>>. Septiembre 16 2009. 
 
 
 
 
-oxidación 
Figura 2. Esquema de reacciones del catabolismo aerobio de hidrocarburos aromáticos. Esquema 
general del catabolismo del benceno en Pseudomonas spp.  Modificado de: Biodegradation Microbiology: 
General biodegradation of naturally-occurring compounds. Disponible en línea 
en:<<http://wvlc.uwaterloo.ca/biology447/modules/module5/5a9_s1.htm>>. Septiembre 16 2009. 
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7.2 DIVERSIDAD BACTERIANA 
La diversidad bacteriana puede ser definida como el número de especies o biotipos y su 
abundancia relativa en un espacio y tiempo determinados dentro de una comunidad o también 
puede ser definida como la cantidad y distribución de información (e.g. genética, funcional) dentro 
de la comunidad (i.e. comunidades complejas poseen mayor información). Esto incluye la 
diversidad de genes, hábitats, nichos y la diversidad funcional de las poblaciones; de esta forma la 
diversidad puede considerarse un atributo de la comunidad, relacionada con estabilidad, 
productividad y estructura trófica (Stirling y Wilsey, 2001). No obstante conocer que en 
representantes de los dominios Arquea y Bacteria se pueden encontrar todos los sistemas 
biológicos de conversión de energía conocidos por el hombre, nuestro conocimiento sobre la 
estructura y composición de las comunidades de procariotas, responsables en gran parte del 
ciclaje de materia y energía de compuestos orgánicos e inorgánicos, es aún mínimo. Este 
fenómeno no solo puede ser atribuido a las limitaciones de las herramientas técnicas y teóricas 
para medir, evaluar e interpretar la diversidad de especies, sino también en parte por la falta de 
acuerdo en la definición misma de especie bacteriana. 
 
La definición actual de especie propuesta por Rosello-Mora y Amann (2001), reconocida por el 
comité ad-hoc para la re-evaluación de la definición de especie en bacteriología es: “es un grupo 
monofilético y genómicamente coherente de organismos individuales que muestran un alto grado 
de similaridad en muchas características independientes, diagnosticables por una propiedad 
fenotípica discriminativa”, referido por los autores como el concepto polifásico de especie, 
afirmando que una especie procariota debe ser clasificada después de analizar y comparar tantos 
parámetros como sea posible incluyendo caracteres feno y genotípicos.  
 
A pesar del acuerdo sobre este concepto de especie y del conocimiento que las comunidades 
bacterianas no se comportan de igual manera que las comunidades vegetales o animales, los 
estudios de diversidad bacteriana se basan aún en índices y modelos de diversidad diseñados para 
el estudio ecológico de comunidades de macro-organismos. Estos índices de valoración de 
diversidad podemos dividirlos en tres grupos: a) índices de riqueza de especies, como los índices 
de Shannon-Wiener, índice de Margalef, estadística Q y estimadores de la riqueza de OTU’s; b) 
índices basados en abundancias proporcionales de especies (i.e., medidas de 
equitatividad/dominancia), como el índice de equitabilidad de Shannon, índice de Simpson, índice 
de Berger-Parker e índice de Lloyd y Ghelardi;  y c) modelos de abundancia de especies como el 
modelo serie log, modelo log normal, modelo de la “palo quebrado (broken stick)” y modelo de 
nicho sobrelapante (Magurran, 1988; Hill, 2003).  
 
Muchos de estos índices se han adaptado para su aplicación con datos discretos como los 
proporcionados por técnicas moleculares, pero su uso e interpretación debe ser cuidadoso, pues 
cada uno así como tiene ventajas tiene limitaciones. La extensión de su utilidad depende tanto del 
tipo de muestreo, tamaño de la muestra, así como de la sensibilidad inherente que algunos índices 
poseen respecto a la dominancia o equitatividad de las poblaciones. 
 
Existen propuestas alternas para la determinación de la diversidad que no utilizan los índices antes 
mencionados; Curtis et al. (2002), afirma que es suficiente conocer el área bajo la curva de 
abundancia de especies de un ambiente dado, para determinar la diversidad de especies, 
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demostrando que la diversidad de procariotes puede estar relacionada solo con el número total de 
individuos y la abundancia del grupo más predominante de esa comunidad.   
 
7.2.1 Diversidad bacteriana y ambiente. La conexión entre la diversidad y la función de los 
sistemas biológicos es aún un tema de discusión abierto. Para algunos una mayor diversidad 
implica un detrimento para el sistema ya que como afirman Atlas y Bartha (2002), las 
comunidades que poseen una estructura compleja generalmente poseen tasas de producción 
primaria menor, debido a que se necesita menor cantidad de energía para mantener la estabilidad 
de la comunidad, sin embargo, las comunidades diversas poseen un mayor rango de respuestas 
ante una perturbación.  
A pesar de esta flexibilidad, las comunidades expuestas a un factor unidireccional fuerte (e.g. 
estrés fisicoquímico) tienden a ser menos diversas debido a los procesos de selección, asegurando 
la estabilidad con pocas especies especializadas. Este fenómeno lo han reportado Rainey et al. 
(2005) en bacterias resistentes a ionización, reduciéndose la diversidad taxonómica a medida que 
la dosis ionizante aumentaba y Leys et al. (2004) y Nakatsu et al. (2000) para suelos contaminados 
con fenantreno y PAH respectivamente; cuando el control de la comunidad deja de ser abiótico, 
dejando paso al predominio de las interacciones biológicas, la diversidad aumenta y la estabilidad 
de la comunidad se asocia al alto número de especies.  
 
En general tanto el grado de relación entre diversidad y estabilidad de la comunidad, como el 
grado de relación entre diversidad y funcionalidad del sistema ecológico, son aspectos aún poco 
entendidos (Saville, 1999). Aunque una alta diversidad pueda significar una amplia flexibilidad 
frente a cambios ambientales, esto no quiere decir que pueda soportar alteraciones crónicas 
extremas y conocida la alta redundancia funcional de los microorganismos en el suelo se 
desconocen los efectos que la ausencia de algunas poblaciones tengan en la función total de la 
comunidad (Andren y Balandreau, 1999; Bardgett et al., 2005).  
 
Teóricamente la diversidad debería aumentar con la sucesión ecológica, generalmente en sus 
primeras etapas y etapas intermedias, tendiendo a la estabilidad con una disminución de especies 
en la comunidad clímax.  
 
7.2.2 Diversidad bacteriana en el suelo. Dada la multiplicidad de microambientes disponibles en 
el suelo y las múltiples interacciones con organismos animales y vegetales, la diversidad esperada 
de microorganismos en el suelo es alta. Curtis et al.(2002), estimaron usando curvas de 
abundancia de especies que en el suelo pueden encontrarse de 6.000 a 38.000 taxa por gramo, 
una cantidad enorme comparada con las aproximadamente 5000 especies de bacteria reportadas 
hasta ahora, indicando el gran desconocimiento que se tiene de la composición de las 
comunidades. Por su parte Whitman et al. (1998), estimaron el número total global de procariotes 
en 4-6 x1030 células, de las cuales 2,6 x1029 células corresponden a procariotas en hábitat de suelo, 
siendo la mayor abundancia la de suelos de matorrales desérticos (63.2 x1027 células) y la menor la 
de bosques tropicales estacionales (1x1027 células). Estos altos tamaños poblacionales pueden 
implicar que eventos que ocurren rara vez en el laboratorio (i.e. interacciones con otros 
organismos), sean frecuentes en la naturaleza, reflejándose en un número limitado de taxa 
cultivables reconocidos.   
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Las interacciones con otros microorganismos constituyen un factor determinante en la 
composición de las comunidades, como lo demuestra la reducción en miembros de la división -
Proteobacteria y el aumento en Gram positivos con bajo contenido G+C debido a la depredación 
por protistos en suelos de arrozales, aunque paradójicamente la diversidad presentó un aumento 
con la presencia de esta población de depredadores (Murase et al., 2006).  
 
7.2.2.1 Efecto del  tipo de suelo en la diversidad y estructura  de comunidades microbianas. En la 
mayoría de estudios en diversidad y efecto de usos del suelo en la actividad microbiana, el tipo de 
suelo se ha identificado como factor relevante en la estabilidad de las comunidades microbianas; 
Mummey et al., (2006) reportan una mayor abundancia de Gemmatimonadales en un ultisol, y de 
Rubrobacteridae y -Proteobacteria en un molisol. El efecto del tipo de suelo incluso prevalece 
sobre el tipo de manejo, separando las comunidades en virtud de las características fisicoquímicas 
y no de las prácticas agrícolas como lo reportan Girvan et al.(2003), y Bossio et al. (2005), 
independientemente si es uso agrícola o forestal. 
 
En un gran esfuerzo por catalogar la biodiversidad en suelo a escala continental, así como los 
factores ambientales que la influencian, Fierer y Jackson (2006), basándose en la comparación de 
secuencias de rDNA, colectaron muestras a lo largo de norte y sur América y encontraron que la 
diversidad no estaba relacionada con factores biogeográficos como la temperatura, latitud y otras 
variables que predicen típicamente la diversidad de plantas y animales. La composición de 
especies tampoco se relacionó a la posición geográfica, aunque si encontraron que la riqueza de 
las comunidades difería entre tipos de ecosistema, pudiendo ser explicados estos cambios, por 
diferencias en el pH del suelo, siendo mayor en suelos neutros y menor en ácidos, sugiriendo que 
la biogeografía es un factor irrelevante en la definición de la composición de comunidades y la 
diversidad.  
 
7.2.2.2 Efecto de la vegetación en la diversidad y estructura de comunidades microbianas. La 
composición de las comunidades bacterianas no sólo está determinada por las características 
fisicoquímicas del suelo, sino que también los cambios en la aparición y frecuencia de taxa pueden 
estar determinadas por la diversidad vegetal (Garveva et al., 2004; Grüter et al., 2006), siendo la 
rizósfera un ambiente propicio para la proliferación de poblaciones de heterótrofos. En algunos 
casos, la presencia de ciertas especies vegetales puede ser un factor predictor de la presencia de 
grupos bacterianos específicos, como lo demuestra Hackl et al. (2004), para bosques de picea y 
roble, donde predominan grupos de Proteobacteria, Holophaga/Acidobacterium y 
Verrucomicrobia en contraposición a bosques de pino donde predominan Gram positivos ricos en 
G+C (Grüter et al., 2006). 
El efecto que la vegetación puede inferir sobre el número, biomasa y actividades metabólicas de 
bacterias, se observa en trabajos de Rooney et al. (2006), quienes identificaron mayores tasas de 
actividad enzimática microbiana en rizósfera de legumbres versus cereales. Para Stephan et al. 
(2000), tanto la densidad como la diversidad funcional, se incrementaron linealmente con el 
logaritmo del número de especies vegetales y con el número de grupos funcionales vegetales en 
pastizales experimentales, relación que no encuentran Orwin y Wardle (2005), quienes observan 
un efecto de la comunidad vegetal en la resistencia y resiliencia de las comunidades microbianas, 
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independiente de la especie; no encuentran relación entre el grupo funcional de una planta y las 
comunidades bacterianas, pero si encuentran relación con especies bacterianas individuales. 
Incluso la respuesta a impactos externos puede ser diferencial, dependiendo del tipo de 
vegetación, favoreciendo a algunos grupos bacterianos como lo reporta Höflich et al. (2000) para 
Pseudomonas spp., Agrobacterium spp. y Xanthmonas spp., en presencia de leguminosas en suelo 
margoso. Este efecto puede incluso estar influenciado por el estado de desarrollo de la planta y 
ser independiente del lugar de la raíz (Duineveld et al., 2001) y del gradiente sucesional de 
vegetación en términos de estructura funcional y genética (Chabrerie et al.(2003). Los cambios en 
las coberturas vegetales, pueden inferir en la composición de las comunidades bacterianas, como 
reportan Nüsslein y Tiedje (1999), para un cambio de predominio de Fibrobacter spp.y 
Syntrophomonas spp. en bosque a Burkholderia spp. y Rhizobium-Agrobacterium en pastizal  
Aunque las plantas pueden actuar indirectamente sobre las comunidades microbianas mediante 
compuestos generados durante la descomposición de hojas, frutos y ramas en la hojarasca que 
generan, gran parte de su influencia es ejercida por el rizoplano y la rizósfera, que establecen 
ambientes que pueden ejercer quimiotaxias positivas o negativas en tipos específicos de 
poblaciones, gracias a la gran variedad de exudados que secretan al suelo y maximizado por una 
mayor área superficial (Bremer et al., 2007). Aunque el cultivo de especies como leguminosas 
represente cambios en las entradas de materia orgánica post-cosecha, eso no necesariamente se 
refleja en cambios significativos en las poblaciones bacterianas activas. Duineveld et al. (2001), 
reportan sin embargo mayor complejidad en suelo no asociado a rizósfera de crisantemo, 
influencia que parece no estar determinada a un nivel taxonómico amplio, sino a nivel de cepa o 
de especie.  
7.2.2.3 Efecto del  tipo de manejo del suelo sobre la abundancia, diversidad y estructura  de 
comunidades microbianas.  Aunque en muchos casos sea el tipo de suelo el determinante de la 
composición de las comunidades bacterianas, en otros casos es el tipo de manejo el parámetro 
más relevante. Procesos como el arado pueden aumentar el número de bacterias de grupos 
específicos como BOA, como mencionan Bruns et al. (1999), pero a la vez disminuir su diversidad; 
o no tener efecto como reportan Lupwaji et al. (2001), quienes tampoco identifican un efecto del 
tamaño de agregados en la diversidad. Por su parte Neufeld y Mohn (2005) reconocen que 
durante el crecimiento de las plantas, la diversidad se incrementó en ausencia de arado y de 
manera proporcional al tamaño del agregado, reconociendo una menor diversidad en suelos 
compactados. Por otro lado, Yao et al. (2006), reportan mayor índice de diversidad y mayor 
coeficiente de similaridad de secuencias en suelos bajo rotación. 
 
Los cambios en las comunidades pueden obedecer a la entrada de nuevas poblaciones, nutrientes 
como carbono (Drenovsky et al., 2004), cambios en propiedades fisicoquímicas del suelo por 
disturbios de origen antropogénico o natural, (Wu et al., 2008), cambios en variables ambientales 
(Grüter et al., 2006), aplicación de fertilizantes (Susuki et al., 2005) o compuestos xenobióticos  
(Chen et al., 2007); a su vez los agro-ecosistemas tropicales generan procesos de degradación del 
suelo por pérdida de carbono y nitrógeno en la biomasa vegetal, agotamiento de nutrientes y 
reducción de la capacidad de retención de agua; estos cambios sin embargo pueden reversarse en 
tiempos que varían entre tres días, como lo reportan Fang et al. (2009), para uso del herbicida 
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butaclor, a dos semanas como lo reportan Meier et al. (2008) en la introducción de una cepa pura, 
un herbicida y nutrientes inorgánicos.  
 
Los organismos responden ante los disturbios causados por entradas de materia y energía al 
sistema con cambios en la abundancia de grupos específicos de organismos consecuencia de 
competencias en la explotación de nuevos sustratos, y la ocupación de nichos de especies que no 
se adecuan a las nuevas condiciones. 
 
El efecto de xenobióticos como pesticidas y herbicidas sobre la biomasa y los recuentos 
microbianos es variable; en algunos casos la aplicación de pesticidas puede incrementar (clorinfos, 
fostiazato) o disminuir (dimetoato, diuron) parámetros microbianos como: respiración basal, 
biomasa y respiración de microorganismos específicos, efectos que no varían ni con la especie de 
plantas ni con la riqueza de grupos funcionales vegetales (Prado y Airoldi, 2001; Eisenhauer et al., 
2009). Tambíen se puede dar el caso que estos tipos de compuestos sean neutrales; Gigliotti y 
Allievi (2001), observaron que incluso la aplicación de dosis altas (100X) de herbicidas como 
cinosulfuron y bensulfuron no tuvieron efecto en el número total de bacterias totales, aunque 
pueden afectar su actividad. 
Un factor importante que influye en el desarrollo y mantenimiento de las comunidades 
microbianas, es la disponibilidad de macroelementos como carbono, nitrógeno y fósforo, 
suministrados  por sustratos colonizables, ya sea de forma endógena por el mismo sistema 
vegetal/animal o de manera exógena en la forma de fertilizantes y enmiendas orgánicas. Esto es 
corroborado por autores como Buckley et al. (2006), quienes asocian las variaciones en 
composición de filotipos con variaciones en el contenido de materia orgánica, Ca+2 , pH y 
distribución espacial del aceptor final de electrones y Øvreas y Torsvik (1998) quienes asocian una 
mayor diversidad bacteriana a suelos orgánicos en comparación a suelos arenosos.  
 
En otros casos los impactos antropogénicos no tienen efecto en las comunidades como lo reportan  
Höflich et al. (2000), tras varias aplicaciones de nitrógeno inorgánico, Ellis et al. (2003) para suelos 
contaminados con metales pesados, y Susuki et al. (2005), para aplicación de fertilizantes 
orgánicos. En otros casos, la ausencia de efectos solo se observa en poblaciones específicas; 
Freitag et al. (2005) reportaron que la diversidad de Nitrobacter spp., no varió significativamente 
entre suelos fertilizados y no fertilizados con nitrógeno inorgánico; en forma similar Macur et al. 
(2007) lo reportan para el caso de la aplicación del herbicida 2,4-D. en poblaciones de Burkholderia 
spp.  
Otra forma en que se afecta la diversidad, es en cuanto a cambios en la diversidad funcional; Chen 
et al. (2007), detectaron en tres tipos de suelo diferentes, cambios en perfiles metabólicos 
evaluados por BIOLOG, ejercidos por una combinación de fertilización inorgánica y pesticidas, pero 
sin diferencias en la diversidad luego de 90 días. Por su parte, Ratcliff et al. (2006), observaron un 
aumento en la diversidad funcional tras aplicación de altas dosis de glifosato en suelo arcilloso. 
Cabe resaltar que una pérdida en riqueza de especies no siempre significa un detrimento en la 
funcionalidad, como lo reportan Sánchez et al.(2004), en la bioremediación de 2,4,6 Triclorofenol. 
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7.3 METODOS DE ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD BACTERIANA.  
Dentro de los estudios de la dinámica de los sistemas ecológicos, el entendimiento de la estructura 
y composición de las comunidades constituye un requisito fundamental, siendo la biodiversidad 
un componente más de estos sistemas y no simplemente un concepto descriptor (Gaston,  1996). 
Debemos mencionar inicialmente que en sí mismas, las fluctuaciones naturales de las poblaciones 
microbianas son difíciles de evaluar dada la dificultad inherente del análisis simultáneo de 
abundancia, actividad y respuesta a disturbios en múltiples poblaciones.  
Los intentos por describir la dinámica de las poblaciones microbianas han incluido métodos de 
análisis de comunidades y su diversidad, que han utilizado para la determinación de la abundancia, 
tanto técnicas de recuento dependientes de cultivo, como métodos independientes de cultivo que 
incluyen herramientas moleculares como sondas de ADN, PCR competitiva y PCR en tiempo real.   
7.3.1 Métodos dependientes de cultivo. Entre los métodos dependientes de cultivo, las técnicas 
más utilizadas son el recuento el placa, en el cual se seleccionan y se registra el número de 
colonias de organismos viables bajo condiciones específicas de nutrientes, temperatura, humedad, 
pH o resistencia a bioestáticos o a biocidas. Otros métodos dependientes del cultivo hacen uso del 
cultivo líquido en microplacas, como el método BIOLOG y la técnica de número más probable 
(Song, et al., 2001). En la técnica BIOLOG, se evalúan los patrones de uso que hace una comunidad 
microbiana ya sea de una fuente única de carbono o de múltiples fuentes de carbono. La técnica 
de número más probable, es una alternativa al recuento en placa para conteo de organismos 
viables, en la cual se hace uso del cultivo en líquido en microplacas, de diluciones seriadas de una 
muestra, conteo basado en modelos de distribución estadística binaria (distribución de Poisson) 
del número probable de organismos en una muestra. Estos conteos se realizan ya sea valiéndose 
simplemente del grado de turbidez del medio como indicador de crecimiento o mediante el uso de 
indicadores de crecimiento, por cambio de pH (e.g. fenolftaleína, naranja de metilo), por el uso o 
extinción de nutrientes (e.g. reactivo de Griess-Illosvays, reactivo de Nessler, difenilamina), por la 
presencia de metabolitos o productos finales (i.e. naftol), o por indicadores de actividad 
bacteriana aerobia o anaerobia, heterotrófica o autotrófica (i.e. sales de tetrazolio).  
Las técnicas dependientes de cultivo muy a menudo representan una desviación de la composición 
real de las comunidades dado que suelen proporcionarse condiciones que distan de las presentes 
en el medio del cual fueron extraídas. En la mayoría de los casos la ausencia de interacciones con 
otras poblaciones, implica que sólo presenten crecimiento poblaciones con la mayor 
representatividad o cuyo nicho ecológico incluye las condiciones representadas in vitro. Para 
resolver este tipo de problemas se ha planteado el uso de técnicas independientes del cultivo para 
el estudio de comunidades bacterianas complejas.  
7.3.2 Métodos independientes de cultivo. Este tipo de estudios puede involucrar el análisis de 
componentes de la membrana celular, como lo son los análisis de PLFA (Ranjard  et al., 2000; Liu y 
Stahl, 2001; Kirk et al., 2004), el análisis FAMES (Atlas y Bartha, 2002) o el análisis de las secuencias 
de ácidos nucleicos. Los análisis de ácidos nucleicos en especial del DNA, pueden enfocarse ya sea 
en toda la información genética del DNA extraído (análisis completo de DNA comunitario) o en 
secuencias genómicas especificas (análisis parcial del DNA comunitario), de una muestra 
ambiental o de cepas puras. Las técnicas de análisis de ácidos nucleicos, se han enfocado 
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principalmente en genes del operón ribosomal particularmente en los genes rrs (i.e., RNAr 5S, 
16S), rrl (i.e., RNAr 23S) y en la región espaciadora intergénica (IGS) entre los genes rrs y rrl.   
Los métodos de análisis del DNA pueden estar basados en la diferencia de tamaño de fragmentos 
generados por restricción enzimática de productos de PCR tanto de DNA como cDNA, o por 
amplificación aleatoria de una región del genoma (RAPDs); otro grupo de técnicas que también 
permiten realizar el análisis basado en las diferencias en la secuencia de nucleótidos de un 
fragmento de DNA son DGGE, TGGE y la secuenciación (Muyzer 1999; Nakatsu et al., 2000; Garcia-
Pichel et al., 2001). En éstas técnicas, las diferencias en la migración electroforética permiten 
obtener perfiles de bandas (i.e., genetic fingerprinting) que proporcionan una visión global de la 
estructura genética de la comunidad microbiana.  Estos datos permiten la estimación y evaluación 
de la diversidad de la comunidad y en menor medida la abundancia de poblaciones específicas en 
el caso de DNA total procedente de muestras ambientales 
En el caso de ARDRA, el análisis de los genes rrs y rrl implica la amplificación y discriminación de 
diferencias en la secuencia de nucleótidos por el uso de enzimas de restricción, que en si mismo 
representa una limitación debido a la escogencia de las enzimas adecuadas que sean lo 
suficientemente informativas, pero a su vez no generen patrones de bandeo muy complejos para 
ser interpretados. Una alternativa lo constituye la técnica t-RFLP, en la cual se hace uso de 
iniciadores marcados con fluorocromos, lo que permite ver no todo el conjunto de bandas 
generado en la digestión enzimática sino solo aquellos fragmentos unidos al iniciador marcado, 
facilitando la interpretación de los perfiles (Ranjard, et al., 2000; Liu, y Stahl, 2001).  
Existen algunas dificultades inherentes al uso de técnicas basadas en amplificación de genes por 
PCR y su interpretación; estas incluyen a los iniciadores escogidos que pueden presentar 
diferencias en cuanto a su hibridación preferencial por ciertas secuencias en la comunidad; 
también, a pesar de la alta sensibilidad de la técnicas basadas en PCR, éstas pueden no reflejar la 
presencia de comunidades con baja representación, debido a los problemas inherentes a la lisis y 
extracción de ácidos nucleicos, así como a la presencia de sustancias inhibitorias como los ácidos 
húmicos y fúlvicos, los cuales están presentes en grandes cantidades en muestras de suelo y 
sedimento (von Wintzingerode et al., 1997). Existe también la posibilidad de generación de 
moléculas heteroduplex que pueden formarse entre cadenas sencillas de dos moléculas similares 
pero no idénticas del DNA o la generación de artefactos sobretodo en técnicas como RAPD dada la 
naturaleza aleatoria de este tipo de amplificación, lo que conduce a conclusiones erróneas acerca 
de la composición de la comunidad (von Wintzingerode et al., 1997; Ranjard et al., 2000; Liu y 
Stahl, 2001 ).  
Ahora, sin embargo varios estudios han empezado a utilizar un enfoque polifásico en el que se 
incluyen tanto técnicas cultivo dependiente, cultivo independiente, análisis químico y fisicoquímico 
y análisis de nemátodos (Phillips et al., 2000; van Diepeningen et al., 2006). Edenborn y Sextone 
(2007), recomiendan seguir un enfoque polifásico para el estudio de comunidades ya que 
encontraron que cuando compararon perfiles de DGGE cultivo dependiente con los constituidos 
por librerías de clones, 34% de las bandas eran exclusivas de cultivo dependiente, 32% de cultivo 
independiente y 34% compartido.  
7.3.3 Electroforesis en gel de gradiente denaturalizante (DGGE) en el estudio de  la diversidad 
bacteriana.  Dentro de las estrategias para la caracterización del ARN SSU que frecuentemente son 
 
Fuente: los autores Fuente: los autores 
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usadas para diferenciar cepas o aislados, se encuentra la evaluación de perfiles electroforéticos 
generadas por separación diferencial en geles de agarosa o poliacrilamida dependiendo de su 
tamaño como en las técnicas ARDRA, t-RFLP, RISA o RAPD o por su secuencia como en DGGE 
(Nakatsu, et al., 2000; Schafer y Muyzer, 2001; Green, 2005), TGGE (Muyzer, 1999) o SSCP 
(Schwieger y Tebbe, 2000).  Estas últimas estrategias se han convertido en las más utilizadas dada 
su capacidad de discriminar diferencias incluso de un solo nucleótido, sin incluir el uso de enzimas 
de restricción o sondas ligadas a isotopos radiactivos o fluorocromos 
En la electroforesis en gel de gradiente denaturante descrito por primera vez por Fisher y Lerman, 
(1983), el DNA de doble cadena está sujeto a un ambiente denaturalizante creciente en el cual la 
doble cadena de DNA se separa en segmentos discretos llamados ‘dominios de denaturación”. Las 
condiciones de denaturación de estos segmentos son específicos de su secuencia, así cuando la 
menor resistencia al ambiente iónico presente es alcanzada, en el DNA parcialmente denaturado 
se crean moléculas ramificadas lo cual reduce su movilidad en un gel. Dado que esta denaturación 
es dependiente de secuencia, la presencia de mutaciones alterará la migración de la molécula en 
el gel, permitiendo de este modo la discriminación de secuencias que se diferencian en tan solo 
una base (Muyzer et al., 1993).  
Debido a que cuando las moléculas de DNA se denaturan completamente la migración vuelve a ser 
función del tamaño y no de su secuencia, los iniciadores utilizados en los procesos previos de 
amplificación poseen una secuencia de 30 a 40 guaninas-citocinas (GC), lo que permite que la 
molécula no se denature completamente (Green, 2005). El proceso de DGGE transcurre a 
temperatura constante en un gradiente lineal de denaturación con urea y formamida (usualmente 
se utilizan rangos de denaturación amplios de 0 a 100% ó 20 a70%), el cual es paralelo al sentido 
de la corriente aplicada. La técnica de separación en gradiente denaturante es muy útil cuando se 
pretende evidenciar diferencias de secuencia entre fragmentos de DNA de igual tamaño, los cuales 
en un gel no denaturante de poliacrilamida o agarosa, serian indistinguibles. La presencia de 
diferentes secuencias en un perfil electroforético en un gel DGGE puede evidenciar la existencia de 
poblaciones diferentes que procedan de una muestra ambiental, de un sistema cerrado o de un 
banco de cepas morfológica y/o funcionalmente indistinguibles. 
La técnica DGGE ha sido ampliamente usada ligada a amplificación previa por PCR para el estudio 
de comunidades complejas de ambientes naturales (Muyzer et al., 1993) tanto en sistemas 
terrestres y acuáticos (Schafer y Muyzer, 2001), o en sistemas controlados (Amador, 2006), basado 
en el análisis de genes específicos como genes ribosomales, genes del metabolismo del nitrógeno 
(Muyzer, 1999) o del metabolismo del azufre (Dar et al., 2007).  
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8 MATERIALES Y METODOS 
8.1 ÁREA DE ESTUDIO.  
El área donde se ubicaron los sitios de muestreo corresponde al Complejo Ecorregional Andes del 
Norte (CEAN) que incluye las cuencas de los ríos Otún y La Vieja. El rio Otún tiene su origen en la 
laguna del mismo nombre en el parque de Los Nevados, con una trayectoria este-oeste de 67 Km, 
un área de cuenca de 499 km2, que incluye al municipio de Pereira. Presenta una precipitación de 
2700 mm/año en la parte media, 1000 mm/año en la parte alta y 1600 mm/año en su parte baja, 
desembocando finalmente en el rio Cauca. En la cuenca se encuentran los parques nacional 
natural de Los Nevados, Ucumaní y el santuario de fauna y flora (SFF) Otún-Quimbaya, localizado 
este último sobre el flanco occidental de la cordillera central zona media-alta del rio Otún en la 
vertiente izquierda de la verada La Suiza, corregimiento de La Florida, con 4,89 Km2 de extensión, 
localizado entre los 1815-2300 msnm, temperatura media de 15oC y precipitación media anual de 
2638,5 mm. Por su ubicación (4o 40’ a 5o36’ latitud norte), las cuencas hidrográficas que 
constituyen el Departamento de Risaralda están comprendidas en la zona del ecuador climático, 
que esta influenciado por la zona intertropical de convergencia (ZIC) con lluvias cenitales y calmas 
sofocantes en los meses de Abril-Mayo-Junio y Septiembre-Octubre-Noviembre con un patrón de 
lluvias típico bimodal, después de los equinoccios de primavera y otoño en los meses de Abril y 
Octubre respectivamente, con épocas secas en los meses de Enero-Febrero y Junio-Agosto 
(Rodríguez et al., 2009).  
El río La Vieja se origina por la confluencia de los ríos Quindío y Barragán y en su cuenca formada 
por 17 subcuencas, se incluyen municipios de los Departamentos de Quindío, Risaralda y Valle del 
Cauca; la cuenca está localizada en la zona hidrográfica Magdalena–Cauca con un área de 2.836 
Km2 y un recorrido de 102 Km; cuenta con un clima caracterizado por precipitaciones anuales 
mayores a 2000 mm/año a alturas superiores a los 1400 msnm, con humedad relativa de 80%, una 
temperatura media anual de 20oC, y gran variabilidad climática, dado el gran número de zonas de 
vida que sustenta y que van desde los 950 msnm hasta los 4600.  
La cuenca del rio La Vieja, se encuentra para su estudio dividida en dos áreas, cada una con una 
extensión de 75 Km2, representativas de la heterogeneidad ambiental de la cuenca. La primera 
llamada Cartago comprende los municipios de Quimbaya, Cartago y Montenegro, localizada sobre 
el margen derecho del rio la Vieja e incluye 18 fincas, correspondiente al bioma basal, donde 
predominan las consociaciones Guadua-Bosque y pastizales para ganadería de carne y leche. La 
segunda, llamada Montenegro localizada en el centro de la cuenca, corresponde al bioma 
subandino (1200 a 1400 msnm), donde los ecosistemas naturales están seriamente 
transformados, con una pobre cobertura de ecosistemas naturales de guadua en medio de una 
matriz dominante de monocultivos de café, caña de azúcar y plátano.  
En el área existe el ecosistema andino, con bosques montano altoandinos (bosques de niebla), 
siendo especies vegetales representativas de esta zona, la ceiba (Ceiba pentandra), el cedro negro 
(Juglans neotropica), el cedro rosado (Cedrela odorata), el higuerón (Ficus sp.), el abrazapalos 
(Anthurium crassinervium), el comino laurel (Aniba perutilis Hemsley), el pino colombiano 
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(Decussocarpus rospigliosii), la palma macana (Euterpe precatoria) y la palma de cera (Ceroxylon 
quindiuense), caracterizados en su mayoría por su gran altura, fustes rectos y corpulentos, con 
ramificaciones por encima de los 10 m y copas bien desarrolladas. Los suelos se caracterizan por la 
presencia de Andisoles, siendo los factores predominantes de su formación, el clima húmedo sin 
periodos secos, la presencia de material mineral de origen volcánico, rico en productos amorfos 
silicoluminosos hidratados y asociados a materia orgánica (Parques Nacionales de Colombia, 
2007). En el área también se presenta una fragmentación del ecosistema andino debido al 
aumento de áreas con monocultivos de cafeto (Coffea arabica), pasto kikuyo (Pennisetum 
clasdestinum), caña de azúcar (Saccharum officinarum L.) y plátano (Musa spp.) en la cuenca del 
rio La Vieja así como cebolla junca o larga (Allium  fistulosum L.) y pino pátula (Pinus patula) en la 
cuenca del rio Otún.  
8.2 DISEÑO DE MUESTREO.  
Se realizaron dos eventos de muestro (EM) correspondientes a la época lluviosa (primer evento de 
muestreo (EM1): 14 al 21 de Abril) y la época seca (segundo evento de muestreo (EM2): 24 agosto 
al 1 Septiembre)(Gráfico 1), tanto en la cuenca del rio la Vieja como en la cuenca del rio Otún. En 
cada una de estas cuencas se eligieron tres usos del suelo diferentes, elegidos por ser los usos más 
representativos  en extensión para cada cuenca, considerando a bosque en ambas cuencas como 
referencia de un suelo no intervenido y otros dos usos en representación de monocultivos con o 
sin rotación propios de la región. Por cada uso del suelo se seleccionaron tres fincas, elegidas por 
asequibilidad geográfica, antigüedad del uso del suelo mayor a 15 años y el beneplácito de los 
dueños; los usos elegidos por cada ventana, así como las fincas y sus coordenadas geográficas se 
muestran en la Tabla 1 y Figura 3. 
 
 
 
Gráfico 1. Precipitación mensual promedio obtenida de series históricas por la estación 
climatológica el Agrado del municipio de Montenegro (Quindío). Las flechas indican los meses en los que 
se realizaron los muestreos. 1EM: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo evento de 
muestreo: 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
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Fuente: Cenicafé 
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Tabla 1. Coordenadas geográficas de las fincas seleccionadas para el estudio según uso del suelo 
en las cuencas de los ríos La Vieja y Otún.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Fuente: Mauricio Romero, LESYTH, Pontificia Universidad Javeriana.   
             Figura 3. Localización geográfica de las fincas seleccionadas para el estudio. 
Cuenca Cobertura Finca 
Coordenadas 
Norte Oeste 
La Vieja 
Bosque 
Secundario 
La Ilusión 4°32'02.08" 75°51'59.3" 
Lusitania 4°41'48" 75°50'18.19" 
Veraguas No disponible No disponible 
Pastizal 
La Ramada 4°35'0.4" 75°49'43.9.3" 
Villa Ximena 4°35'57.8" 75°40'2.7" 
Tesalia Baja 4°35'19.3" 75°40'12" 
Cafetal sin sombrío 
El Descanso 4°41'7.3" 75°45'10.4" 
Buenos Aires 4°40'14.9" 75°45'46.6" 
La Aldea 4°39'41.4" 75°43'31.7" 
Otún 
Bosque 
Secundario 
El Manzano 4°43'15.7" 75°34'33.8" 
Bejucos 4°43'44.5" 75°34'45" 
La Selva 4°47'20.4" 75°35'48.9" 
Cebollar 
Bellavista 4°45'54.8" 75°36'48.1" 
Macarena 4°45'8.9 75°36'58.3" 
Manzano 4°45'5.2" 75°36'49.7" 
Plantación Forestal 
La Selva 4°47'28.1" 75°35'41.7" 
Playa Rica 4°45'35.4" 75°35'41.2" 
Lisbrán 4°44'5.23" 75°34'57.3" 
Fuente: los autores. 
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8.2.1 Toma de muestra.  En cada finca se delimitaron 3 cuadrantes (2.5 m x 2.5 m), seleccionados 
en forma aleatoria, sin tener en cuenta diferencias en zona de influencia de rizósfera y ubicados al 
menos a 30 m de los limites físicos de la finca. Por cada cuadrante se tomaron 5 submuestras 
(vértices y centro) para formar una muestra compuesta utilizando un barreno de torsión a una 
profundidad aproximada de 15 cm. De la muestra compuesta, aproximadamente 500 g fueron 
depositados en bolsas plásticas resellables estériles, debidamente rotuladas (fecha, hora, tipo de 
uso del suelo, nombre de la finca y número de cuadrante) conservadas en refrigeración a 4°C 
hasta su análisis. El total de muestras por uso del suelo en un evento de muestreo fue de nueve.  
 
8.3 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS FISICOQUÍMICOS Y AMBIENTALES IN SITU Y EX SITU. 
8.3.1 Determinaciones in situ.  Previo a la toma de la muestra, para cada vértice de un cuadrante 
se determinaron: la profundidad de hojarasca (cm) utilizando una regla acrílica; la temperatura del 
suelo a 20 cm de profundidad utilizando un termómetro de suelo con permanencia de 1 a 2 
minutos antes de lectura; las temperaturas ambientales mínima y máxima utilizando un 
termómetro de máximas y mínimas, y el porcentaje de cobertura vegetal mediante un 
densitómetro.  
 
8.3.2 Determinaciones ex situ. 
8.3.2.1 Determinación de pH del suelo.  Se mezclaron 10 g de suelo con 10 mL de agua destilada 
deionizada y se sometieron a agitación orbital a 160 rpm por 15 min. Transcurrido este tiempo se 
dejaron decantar las muestras por 1 h a temperatura ambiental y se midió el pH de la solución 
acuosa sobrenadante empleando un pHmetro (Metrohm E-744)(EPA, 1995). 
 
8.3.2.2 Determinación de humedad del suelo.  Se pesaron 10 g de muestra de suelo sobre una 
bandeja de aluminio (previamente pesada) en una balanza de precisión y se llevaron las muestras 
a un horno de secado a 105°C durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, la bandeja con el suelo se 
pesó nuevamente (Olarte et al., 1979). El porcentaje de humedad será determinado según la 
ecuación 1 (Anexo A). 
8.3.2.3 Determinación de materia orgánica total.  Siguiendo el procedimiento de pérdida de peso 
por ignición (LESYHT, 2009a)  10 g de muestra de suelo fueron secados en crisol (previamente 
pesado) a 105°C por dos horas; el crisol se dejó enfriar y se registró el peso (hasta 4 cifras 
significativas, i.e. +0.001 g). El crisol luego se llevó a calentamiento en mufla (Termoline 48000 
Furnace) a 550°C por 2 h; se permitió su enfriamiento en desecador y se registró de nuevo el peso 
del crisol. La pérdida de peso por ignición que corresponde al porcentaje de materia orgánica se 
calculó mediante la ecuación 5 (Anexo A). Este análisis fue llevado a cabo en el laboratorio de 
ecología de suelos y hongos tropicales (LESYHT) del Departamento de Biología, Pontificia 
Universidad Javeriana. 
 
8.3.2.4 Determinación de la distribución de agregados del suelo.  Se dispuso en bolsas de papel 
una cantidad de muestra de suelo superior a 10 g y se permitió su secado a temperatura 
ambiental durante tres días. Conocido previamente el porcentaje de humedad de la muestra se 
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tomó el equivalente en peso seco a 100 g de suelo peso fresco. La muestra se colocó en la parte 
superior de una torre de tamices con diámetros de poro de 1.18 mm, 600, 300, 54 y  menor a 54 m; 
la torre fue agitada en tamizador por 5 min a 800 rpm. La fracción de suelo recolectada en cada 
una de las bandejas de los tamices se pesó en balanza analítica y se registró el dato por cada tipo 
de tamiz. La determinación del rango promedio de tamaño de agregados se calculó basada en el 
peso de diámetros medidos (PDM)(LESYTH, 2009b) (Ecuación 6, Anexo A).  Este análisis fue llevado 
a cabo en el laboratorio de ecología de suelos y hongos tropicales (LESYHT) del Departamento de 
Biología, Pontificia Universidad Javeriana. 
 
8.3.2.5 Determinación de la textura del suelo. Esta determinación se realizó por medio del 
método de Bouyoucos (LESYHT, 2009c). Partiendo de 25 g muestra de suelo previamente secado 
en bolsas de papel a temperatura ambiente por 24 h, los cuales luego se disolvieron en 5 mL de 
solución dispersante [18,75 g de tripolifosfato de sodio (Na5P3O10) y 3,75 g de carbonato de sodio 
(Na2CO3) en 500 mL de agua destilada] y 60 mL de agua destilada, se procedió a agitar la mezcla y 
se dejó en reposo por 24 h. Pasado este tiempo se aforó la mezcla hasta 250 mL con agua 
destilada, para luego agitar vigorosamente, trasvasar la mezcla a una probeta de 250 mL e 
inmediatamente introducir en ésta el hidrómetro de Bouyoucos permitiendo que éste flote; se 
realizó la primera lectura (C1) que corresponde a la densidad de la suspensión arcilla+limo. Se 
retiró el hidrómetro y luego de una hora se realizó una segunda lectura (C2) que  corresponde a la 
densidad de la suspensión de arcilla. Los porcentajes de arcilla, limo y arena son determinados 
teniendo en cuenta las lecturas anteriores mediante las siguientes ecuaciones: 
 
% Arena+Limo = C1 x 2 
% Arena = C2 x 2 
% Limo = % de Arena+Limo - % Arena 
% Arcilla = 100 - (%Arena+Limo) 
Este análisis fue llevado a cabo en el laboratorio de ecología de suelos y hongos tropicales 
(LESYHT) del Departamento de Biología, Pontificia Universidad Javeriana. 
 
8.4 RECUENTO DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE HIDROCARBUROS.  
La determinación de la densidad de microorganismos degradadores de HC se realizó mediante el 
método de NMP en microplacas de 96 pozos, como lo sugieren Hainnes et al. (1996), Wrenn y 
Venosa (1996), modificado usando como indicador la sal de tetrazolio XTT (Polysciences, 
Warrington PA), como lo sugieren Roehm et al. (1991), Roslev y King (1993),  Hatzinger et al. 
(2003) y McCluskey et al. (2005) y adaptado para el recuento de microorganismos degradadores 
de hidrocarburos como lo sugieren Vallejo et al. (2007). 
 
8.4.1 Recuento de microorganismos cultivables degradadores de HC por la técnica de NMP. 
Inicialmente de una muestra de suelo fragmentada manualmente para disgregar los gránulos más 
grandes, se pesaron 10 g de suelo y se diluyeron en 90 mL de solución salina estéril; esta mezcla se 
agitó durante 15 min a 160 rpm y  a partir se esta dilución (10-1) se prepararon diluciones seriadas 
hasta 10-7; las microplacas de poliestireno fueron esterilizadas por exposición a luz ultravioleta 
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durante 1 h. Se emplearon por pozo 180 L de medio sales mínimas Bushnell & Hass (Bushnell y 
Hass, 1941) recomendado por Rosenberg (2006) (Anexo B), 5 L de diesel comercial previamente 
filtrado por membrana de nitrocelulosa 0,22 m, como fuente única de carbono y 20 L de 
dilución de suelo con cinco repeticiones por dilución (Maldonado, 2003); las placas fueron 
cubiertas con plástico Saranwrap® para evitar pérdidas de hidrocarburos por evaporación. 
Después de incubación en oscuridad por 15 d a 22±1.2°C se añadieron 50 L de XTT 2 mM. Las 
placas fueron incubadas a 223°C en agitación orbital a 150 rpm durante 18 h en oscuridad. 
Después de este tiempo los pozos que mostraron coloración naranja (XTT-formazán) fueron 
considerados como positivos. Los resultados de pozos positivos/negativos de las 5 diluciones 
realizadas se analizaron en el programa Most Probable Number Calculator2; los resultados fueron 
expresados como NMP/gps. 
 
Se establecieron tres controles por placa: a) medio de cultivo, b) medio de cultivo + fuente de 
carbono (diesel) y c) medio de cultivo + fuente de carbono + Bacillus cereus cepa PUJ-M-Bio-USBA-
121 (como control negativo, por ser éste un microorganismo no reportado como degradador de 
hidrocarburos). Como control positivo se incluyó un pozo al que se adicionaron 20l de cultivo de 
una cepa control degradadora de hidrocarburos (Acinetobacter sp, PUJ-M-Bio-USBA-98). Para el 
caso de los organismos control se tomaron diluciones 10-2 preparadas a partir de la dilución de un 
cultivo en solución salina estéril con absorbancia 0.6 medida a una longitud de onda de 600 nm. 
Las diluciones menores que no se incluyeron en el ensayo de NMP se consideraron como positivas 
y esto fue igual para todas las determinaciones de NMP. Para efectos de comparación entre 
muestras de suelo, todas las determinaciones se expresaron por gramo de peso seco, así que las 
determinaciones de NMP se  debieron  multiplicar por un factor de corrección (peso suelo 
seco/peso suelo húmedo). 
 
8.4.2 Recuperación y aislamiento de bacterias degradadoras de HC.  Las bacterias degradadoras 
fueron recuperadas directamente de los pozos positivos de las diluciones más altas del NMP  como 
lo sugieren Wrenn y Venosa (1996) y Schinner et al. (2003). Para su recuperación se realizó 
siembra en superficie en agar nutritivo (suplementado con nistatina 0,2%), de 100 L de una 
dilución 10-4 del contenido de cada pozo seleccionado, con tres replicas por cuadrante 
muestreado, realizando el recuento y descripción macroscópica de cada morfotipo.  La capacidad 
degradadora de cada aislado identificado se verificó mediante cuatro repiques sucesivos en agar 
de sales mínimas Bushnell-Hass (Anexo B), con atmósfera saturada de HC, mediante la ubicación 
de discos de papel filtro (0,5 cm de diámetro) en la tapa de la caja de Petri  e impregnados con 
diesel (20 µL) como lo sugieren Maldonado et al. (2003), las cuales fueron incubadas a 223°C 
durante ocho días por cada repique. Esta prueba se realizó para evitar contaminación con 
compuestos orgánicos provenientes de las muestras de suelo y del agar nutritivo. Los aislados 
cuya capacidad degradadora fue confirmada fueron cultivadas en agar nutritivo e incubadas a 
223°C por 24 h tras lo cual se registraron las características macroscópicas de las colonias así 
como las características microscópicas por tinción diferencial de Gram, hasta asegurar la 
obtención de aislamientos puros con características uniformes. Los aislamientos fueron finalmente 
                                                             
2
 Most probable number calculator V.4.04. Disponible en línea. 
en:<http://www.i2workout.com/mcuriale/mpn/index.html>.(citado Junio 24 de 2009).  
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conservados en medio leche descremada (1%) a -80 °C y adscritas a la colección de cepas de la 
Pontificia Universidad Javeriana. 
 
8.5 EXTRACCIÓN DE DNA A PARTIR DE CULTIVOS PUROS DE AISLADOS DE MUESTRAS DE SUELO.  
A partir de colonias de cultivos puros de los aislamientos de suelo, se realizó la liberación de ácidos 
nucleídos, suspendiendo una asada de una colonia de cada aislamiento de 24 h de crecimiento, en 
50 l de búfer TE (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 8.0), en tubos de PCR de 200 L. La 
suspensión se sometió a calentamiento a 100oC por 15 min., tras lo cual los tubos fueron 
colocados inmediatamente en baño de hielo. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 
13.000 rpm por 2 minutos. Para evaluar la integridad del DNA, se realizó electroforesis de 3 L de 
sobrenadante, en agarosa al 1% (p/v) adicionada con un microlitro de bromuro de etidio (10 
mg/mL), a 120 V por 40 min (Sambrook, 2000).   
8.6 AMPLIFICACIÓN DE GENES DE rDNA 16S POR PCR.   
Para la identificación y diferenciación de ribotipos procedentes de los aislamientos de muestras de 
suelo, se realizó la amplificación selectiva de la región variable V3 del rDNA 16S. Para esto y 
siguiendo las recomendaciones del protocolo sugerido por Casamayor et al. (2000), se prepara la 
mezcla de reacción de amplificación  para volumen final de 20 µL con concentraciones finales de 
1X de GoTaq Flexi búfer PCR 5X (Promega),  2,5 mM de MgCl2 25 mM (Promega), 0.2 mM de cada 
deoxinucleótido trifosfato (dATP, dTTP, dCTP, dGTP-PCR Nucleotide Mix Promega), 0.1 µM de cada 
iniciador universal (341F GC3 y 907R4), 0,025 U/µL de polimerasa recombinante (GoTaq DNA 
Polymearse, Promega) y 1 µl de DNA liberado por ebullición. El programa secuencial de ciclos de 
amplificación sugerido por Casamayor et al. (2000) se muestra en la Tabla 2. El producto de 
amplificación con los iniciadores antes mencionados tiene un tamaño molecular de 535pb. Estos 
productos de amplificación fueron separados y visualizados inicialmente cargando 3 µL de 
producto de PCR + 3 µL de búfer de carga en un gel de agarosa al 1% (p/v) adicionado con 1 l 
bromuro de etidio (10 mg/mL) para su coloración, corrido a 120 V por 25 min. Como control 
negativo de reacción se incluiyó  una muestra que utilizó agua MiliQ en lugar de DNA.  
 
8.7 ANÁLSIS DE RIBOTIPOS POR SEPARACIÓN DIFERENCIAL MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL 
DE GRADIENTE DENATURANTE (DGGE).   
 
Un volumen de ocho microlitros de producto de reacción de PCR correspondiente a cada 
aislamiento, fue cargado por pozo, en un gel de poliacrilamida al 6% p/v (acrilamida-bisacrilamida 
37.5:1 40% p/v, Sigma-Aldrich) (Anexo C) en búfer TAE 1X (Anexo C), con dimensiones de 16 x 16 
cm y 0,75 mm de grosor con un gradiente denaturante urea-formamida (Sigma-Aldrich) de 30% a 
60%; El gel fue corrido en cámara de electroforesis vertical (Dcode Universal Mutation Detection 
System, Bio-Rad), en inmersión total en búfer TAE 0,5X (Anexo C), a voltaje constante de 100 V, y 
                                                             
3
 GC  es una secuencia de 40 nucleótidos rica en GC añadida al extreme 5’. La secuencia es 5’-CGC CCG CCG 
CGCCCC GCG CCC GTC CCG CCG CCC CCG CCC G. 
4
 El iniciador 341F GC esta dirigido a los nucleótidos 341 a 357 del DNAr de E. coli y el iniciador 907R a los 
nucleótidos 907 a 926 del DNAr. 
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temperatura constante de 60 oC durante 17 h. Posteriormente los geles fueron teñidos mediante 
coloración con nitrato de plata (Velandia, 2006) que permitiera determinar el frente de corrida de 
la(s) banda(s) por aislado. Solo los aislados que poseían una similitud de 100% en su perfil 
electroforético se consideraron como una misma OTU.  
 
Tabla 2. Programa de ciclos de amplificación de región V3 de rDNA 
16S para los iniciadores 341F GC y 907R. 
Numero de 
ciclos 
Denaturación Anillamiento Extensión 
1 94
0
C x 5 min. - - 
1 940C x 1 min. 650C x 1min. 720C x 1min. 
19 94
0
C x 1 min. 
64
0
C    0,5
0
C x 
ciclo x 1min. 
72
0
C x 1min. 
10 940C x 1 min. 550C x 1min. 720C x 1min. 
1 - - 720C x 7min. 
 
 
8.8 SECUENCIACIÓN DE PRODUCTOS DE AMPLIFICACIÓN.  
Dado que el análisis de perfiles electroforéticos solo permite determinar diferencias inespecíficas 
entre los aislados de poblaciones de organismos, en este caso, degradadores de HC, pero no 
proporciona información sobre cuales son los organismos implicados en ese cambio, la estrategia 
más directa para este conocimiento es la secuenciación enzimática de los amplificados de genes 
ribosomales, eliminando los errores en la identificación por métodos convencionales (e.g., pruebas 
bioquímicas, morfología macro y microscópica)(Petti, 2005). Para esto, los productos de 
amplificación de aquellos aislados que según el perfil electroforético en el gel denaturante, no son 
redundantes (i.e., representan OTUS diferentes), fueron enviados a un servicio de secuenciación 
externo (Macrogen Global Genome Center).   
8.9 DETERMINACIÓN DE AFILIACIÓN TAXONÓMICA.  
Los cromatogramas resultantes de la secuenciación fueron analizados y editados en el programa 
Chromas (v2.13)(Technelysium, 2009), para luego ser exportados en formato FASTA a las bases de 
datos RDP y Genbank y analizados mediante sus herramientas SeqMatch (RDP, 2009) y BLAST 
(NCBI, 2009), respectivamente. Se determinó la afiliación taxonómica de los aislados, así como su 
porcentaje de similitud con dichas afiliaciones. Los resultados de la búsqueda más similares a la 
secuencia del aislado, fueron aquellos con valores E más bajos; estos resultados permiten 
determinar la afiliación taxonómica con respecto a género y especie al que corresponde cada 
secuencia (Claverie y Notredame, 2003). 
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8.10 DETERMINACIÓN DE LOS ÍNDICES DE DIVERSIDAD.  
 
Partiendo de los datos de afiliación taxonómica se elaboraron matrices de ausencia/presencia de 
taxa y matrices de abundancia de taxa (i.e. género y/o especie) para las fincas muestreadas y por 
uso de suelo, en las dos cuencas y eventos de muestreo.  
 
A partir de estas matrices de abundancia, se calculó mediante el programa PAST (Hammer et al., 
2001) el índice de diversidad de Shanon-Wiener (Ecuación 2, Anexo A), la riqueza, la dominancia 
(1-índice de Simpson) e índice de equitabilidad de Shannon (Ecuación 3, Anexo A). Para evaluar la 
existencia de diferencias en éstas medidas entre usos del suelo y entre eventos de muestro, se 
utilizó la prueba de comparación de diversidades mediante permutación, del programa PAST. Se 
determinó también el ajuste de las matrices de abundancia de taxa, a un modelos de abundancia 
(i.e., geométrico, log series, log normal, palo quebrado), mediante el programa PAST.  
 
8.11 ELABORACIÓN DE DENDROGRAMAS.  
Basados en las matrices de ausencia/presencia de taxa, se determinó la asociación de los usos del 
suelo en ambas cuencas utilizando un método de agrupamiento sencillo basado en los índices de 
similitud de Raup-Crick y Dice-Søerensen (Ecuación 4, Anexo C). 
Para determinar la existencia de diferencias significativas en la composición de especies entre los 
gremios de bacterias degradadoras de cada uso del suelo, se utilizó el análisis de similitud 
(ANASIM); el test de Mantel se utilizó para determinar las diferencias entre eventos de muestreo 
de un uso del suelo. Todas las pruebas se realizaron con un nivel de significación de 0,05 en el 
programa PAST. 
 
8.12  EVALUACIÓN DE LA RELACIÓN ENTRE LA CAPACIDAD DEGRADADORA DE HIDROCARBUROS 
TOTALES DE PETRÓLEO Y DIVERSIDAD EN MUESTRAS DE SUELO.  
Con el fin de establecer si las diferencias en diversidad, se relacionan con cambios en la capacidad 
degradadora de TPH (hidrocarburos totales de petróleo) en las muestras de suelo, se evaluó la 
capacidad potencial de degradación de TPH por parte de los microorganismos procedentes de 
muestras con diversos índices diversidad, mediante un diseño completamente al azar. Se 
seleccionaron diez tratamientos con tres replicas, elegidos mediante una lista aleatoria; 25 g de 
muestra de suelo se agregaron a un frasco ámbar estéril de vidrio de 50 ml, sin ajuste de humedad 
y se agregaron 650 L de diesel (=0,7699 g/mL) filtrado por membrana de nitrocelulosa de 0,22 
m, para una concentración final de 40 mg/kgps (40 ppm) (García et al., 2005); se añadieron 0,5 mL 
de NH4NO3 (284 mg/mL) y 0,5 mL de K2HPO4 (55,1 mg/mL), para ajustar la relación C:N:P a 
100:10:1 teniendo en cuenta la cantidad de diesel agregado como recomiendan Wrenn y Venosa 
(1993) y Vallejo (2004). Los frascos fueron cerrados e incubados a 22  3°C durante 45 d 
protegidos de la luz; cada dos días los frascos fueron destapados en cabina de flujo para permitir el 
recambio gaseoso y reducir la inhibición metabólica por acumulación de CO2. El contenido de TPH 
de cada unidad experimental es determinada al inicio y al final del ensayo. 
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8.12.1 DETERMINACIÓN DE HIDROCARBUROS TOTALES DE PETRÓLEO DE MUESTRAS DE SUELO.  
 
La determinación de TPH en muestras de suelo se realizó mediante extracción con solventes 
orgánicos. Para ello se mezcló en un tubo plástico tapa rosca, un gramo de muestra de suelo con 
10 mL de diclorometano:acetona (Mallinnckrodt:J.T.Baker)(1:1, v/v) y se sometió a agitación 
horizontal a 120 rpm por 30 min, luego de lo cual la mezcla se centrifugó a 1100 rpm por diez 
minutos y se extrajo el sobrenadante; este procedimiento se repitió cuatro veces. El sobrenadante 
se filtró a través de papel Whatman No. 40 conteniendo sílica gel (Merck)(previamente secada en 
horno en cajas Petri a 120°C por 24 h), a un tubo vidrio (lavados con HNO3 (Carlo Erba), 1N) 
previamente pesado. Los tubos con el filtrado fueron depositados posteriormente en baño a 50oC 
(temperatura a la cual el diclorometano y la acetona se volatilizan, pero los TPH no) hasta la 
volatilización total del solvente (aproximadante cuatro horas). Los tubos fueron enfriados en 
desecador y pesados hasta alcanzar peso constante; la diferencia entre el peso inicial y el final 
corresponde al contenido en hidrocarburos totales, expresado en mg/g de peso seco de suelo 
(ASTM, 1995; Sadler y Cornell, 2003; Vallejo, 2004).  
 
8.13 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS.  
Tanto los datos de los recuentos de NMP, como los parámetros ambientales y fisicoquímicos, 
fueron analizados en su ajuste a una distribución normal mediante las pruebas de bondad de 
ajuste de Shapiro Wilks y Kolmogorov-Smirnov. Las variables que no se ajustaban a una 
distribución normal fueron transformadas mediante raíz cuadrada de los datos.  
Para evaluar las diferencias en los recuentos de NMP, parámetros ambientales y fisicoquímicos 
entre los usos del suelo se utilizaron las pruebas de ANAVA con comparaciones múltiples de Tukey 
y ANAVA de Kruskall-Wallis con la prueba de comparaciones múltiples sugerida por Siegel y 
Castellan (1995)(Anexo D); la evaluación de la diferencia entre eventos de muestreo  se realizó 
mediante prueba t para muestras dependientes o mediante una prueba no paramétrica U de 
Mann-Whitney. 
La correlación entre los datos de recuento por NMP, los parámetros ambientales y fisicoquímicos 
se evaluó mediante las correlaciones lineal r de Pearson  y correlación por rangos de Spearman 
para cada cuenca durante los dos eventos de muestreo.  
Para el análisis de la relación entre diversidad y degradación, se evaluó la correlación entre los 
datos de los índices de diversidad y los valores de TPH mediante análisis de regresión lineal.   
Las diferencias entre las cantidad de TPH degradado entre unidades experimentales, fue evaluada 
mediante ANAVA de Kruskall-Wallis con prueba de comparaciones múltiples para k grupos 
sugerida por Siegel y Castellan (1995).    
8.13.1 Análisis multivariados. Dado que las variables de recuento de NMP, ambientales y 
fisicoquímicas poseen datos en escalas de medida diferentes estos fueron estandarizados primero 
(Ecuación 7, Anexo D). Para evaluar cuales eran las variables (ambientales, fisicoquímicas y 
biológicas) que pudieran explicar la mayor parte de la varianza total de los datos, permitiendo de 
esta forma discriminar los usos del suelo según estas variables, se utilizó un análisis de 
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componentes principales mediante el programa STATISTICA (version 8.0, StatSoft Inc. 2007). Para 
evaluar los patrones de ordenamiento de los usos del suelo basado en la distribución de especies, 
se  realizó un análisis de correspondencia mediante el programa PC-ORD para Windows (McCune y 
Mefford, 1997). Para determinar si las variables ambientales y fisicoquímicas podían explicar la 
distribución de especies en los diferentes usos del suelo se utilizó un análisis de correlación 
canónica en el programa CANOCO para Windows (Ter Braak Cajo y Smilauer, 1997-2003).    
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9. RESULTADOS Y ANALISIS 
 
9.1 VARIABLES FISICOQUÍMICAS Y AMBIENTALES 
 
Se determinaron las variables: pH, porcentaje de humedad, porcentaje de materia orgánica, 
porcentaje de cobertura vegetal, temperatura del suelo, temperatura ambiental máxima y 
mínima. En cuanto a características del suelo se determinaron los porcentajes de agregados del 
suelo y sus propiedades texturales. La variable profundidad de hojarasca se determinó solo para 
los usos bosque, cafetal y forestal; los resultados se pueden observar en los Gráficos 6 y 7. 
 
9.1.1 Determinación de variables fisicoquímicas y ambientales relevantes. Se realizó un un 
análsis de componentes principales para identificar aquellos factores fisicoquímicos y ambientales 
que podrían explicar el mayor porcentaje de la variabilidad de los datos. El análisis de 
componentes principales permite no solo observar las variables que mayor efecto tienen en 
nuestros datos, sino que también nos pemiten discriminar nuestros sitios de muestreo con base 
en estos componentes. 
 
 
 
Gráfico 2. Proyección de las variables ambientales y fisicoquímicas de las fincas de la cuenca del rio 
La Vieja en el plano de factores(n=18). a. TempAmbMax: temperatura ambiental máxima; TempAmbMín: temperatura 
ambiental mínima; Temp suelo: temperatura de suelo in situ; pH: valor de potencial de hidrogeniones del suelo; hojarasca: 
profundidad de hojarasca (cm); %MatOrg: porcentaje de materia orgánica; %Cobveg: porcentaje de cobertura vegetal; agreg1,18: 
porcentaje de agregados de 1,18mm; agreg600: porcentaje de agregados de 600m; agreg300: porcentaje de agregados de 300m; 
agreg54: porcentaje de agregados de 54m; agreg<54: porcentaje de agregados menores a 54m. b.  Tabla de coordenadas en los 
factores para las variables; las variables representativas para cada factor (valor > l0,5l) se muestran en rojo. 
 
Factor 1 Factor 2 
Variable 
pH 0.228387 0.222904 
% Humedad -0.744999 -0.494673 
temperatura suelo 0.212114 0.387047 
% Materia orgánica  -0.455905 -0.424389 
Prof. hojarasca 0.638015 0.034992 
TempAmbMax 0.247379 0.702184 
TempAmbMin 0.193950 0.813819 
%CobVeg 0.784247 -0.424663 
% arcilla 0.878437 -0.050955 
% limo 0.324545 0.702728 
% arena -0.680542 -0.484144 
%agreg1,18 0.919585 -0.371526 
%agreg600 -0.854102 0.187401 
%agreg300 -0.903040 0.208833 
%agreg54 -0.760768 0.402634 
%agreg<54 -0.377898 0.614003 
a 
b 
Fuente: los autores 
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9.1.1.1 Cuenca rio la Vieja. Se observa, que el primer factor incluye variables que influyen en la 
estructura del suelo y su contenido de humedad (Gráfico 2). El segundo factor incluye las 
temperaturas ambientales y otras variables que influyen en la estructura del suelo. El porcentaje 
de materia orgánica, el pH y la temperatura del suelo, no constituyen variables que permitan 
discriminar nuestros sitios de muestreo.  
 
En el Gráfico 3a, se observa la distribución de los sitios de muestreo según la proyección en el 
plano de factores, mostrando que la época climática no tiene una influencia marcada en la 
variabilidad de los parámetros ambientales, puesto que no se observa una distribución excluyente 
de los dos eventos de muestreo. La distribución por usos del suelo, Gráfico 3b, muestra en cambio, 
una marcada diferenciación entre las fincas con intervención y los bosques, dada en estos últimos, 
por sus altos valores en % de cobertura vegetal, profundidad de hojarasca, % de arcilla y % de 
agregados de mayor tamaño (1,18 mm). 
 
Gráfico 3. Proyección en el plano de factores de las fincas muestreadas en la cuenca del rio La 
Vieja(n=18). a. agrupación según época climática (eventos de muestreo). b. agrupación según uso del suelo.  
 
Este análisis nos muestra que las variables ambientales y fisicoquímicas, pueden ser una 
herramienta útil en la discriminación de sitios de muestreo según sea su nivel de intervención, 
pues a pesar de no estar sometidos a cambios estacionales, existen cambios en los factores 
ambientales y fisicoquímicos. En general podemos afirmar que existe una mayor homogeneidad 
entre bosques, que la que podemos encontrar entre cafetales o pastizales. Observamos también 
que algunos cafetales y pastizales se relacionan más entre sí que con otros de su mismo tipo, 
denotando la relación de origen que presentan los pastizales a partir de antiguos cafetales. 
 
9.1.1.2 Cuenca del rio Otún. Se observa que el primer factor es el que explica la mayoría de la 
variación incluyendo casi todos los parámetros; el pH, la temperatura del suelo, y % de materia 
orgánica, no constituyen variables que permitan discriminar nuestros sitios de muestreo (Gráfico 
4). Este primer factor al igual que en el caso de la cuenca del rio La Vieja, corresponde a variables 
que influyen en la estructura del suelo y su contenido de humedad. El segundo factor menos 
importante, incluye dos variables que influyen en la estructura del suelo.  
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Fuente: los autores 
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Gráfico 4. Proyección de las variables ambientales y fisicoquímicas de las fincas de la cuenca del rio 
Otún en el plano de factores (n=18).  
a. TempAmbMax: temperatura ambiental máxima; TempAmbMín: temperatura ambiental mínima; Temp suelo: temperatura de 
suelo in situ; pH: valor de potencial de hidrogeniones del suelo; hojarasca: profundidad de hojarasca (cm); %MatOrg: porcentaje de 
materia orgánica; %Cobveg: porcentaje de cobertura vegetal; agreg1,18: porcentaje de agregados de 1,18mm; agreg600: porcentaje 
de agregados de 600m; agreg300: porcentaje de agregados de 300m; agreg54: porcentaje de agregados de 54m; agreg<54: 
porcentaje de agregados menores a 54m. b.  Tabla de coordenadas en los factores para las variables; las variables representativas 
para cada factor (lvalorl > 0,5) se muestran en rojo. 
En el Gráfico 5a, se observa la distribución de los sitios de muestreo según la proyección en el 
plano de factores, mostrando que la época climática no tiene una influencia marcada en la  
variabilidad, puesto que no se observa una distribución excluyente de los dos eventos de 
muestreo. La distribución por usos del suelo (Gráfico 5b), muestra en cambio, una marcada 
diferenciación entre las fincas con cultivos de cebollar y los bosques (nativos y plantaciones), dada 
en estos últimos, por sus altos valores en % de cobertura vegetal, profundidad de hojarasca, % de 
humedad y los cultivos de cebollar caracterizados por mayores temperaturas ambientales y mayor 
contenido de arcilla.  
 
Teniendo presente estas distribuciones, podemos decir que los sitios de muestreo según su uso 
del suelo pueden ser discriminadas teniendo en cuenta las variables ambientales seleccionadas en 
el estudio.  
 
De manera inesperada, son los cebollares los que presentan mayor estabilidad con respecto a la 
época climática. Esto puede sin embargo ser explicado porque, actividades como labranza, 
fertilización inorgánica y deshierbe, se ejecutan de manera predecible en el tiempo, en cantidades 
fijas y constantes, tanto en cantidad como en clase, mientras que en bosques o plantaciones 
 
Factor 1 Factor 2 
Variable 
pH -0.192418 -0.010053 
% Humedad 0.741201 0.450724 
temperatura suelo -0.312171 -0.464925 
% Materia orgánica  0.440143 0.186782 
Prof. hojarasca 0.810069 0.432502 
TempAmbMax -0.675387 -0.072603 
TempAmbMin -0.614216 -0.098913 
%CobVeg 0.811600 0.475445 
% arcilla -0.921393 -0.142572 
% limo -0.635781 0.451695 
% arena 0.797176 -0.329348 
%agreg1,18 -0.811744 0.500471 
%agreg600 0.729926 -0.345348 
%agreg300 0.906175 -0.254128 
%agreg54 0.701797 -0.607651 
%agreg<54 -0.416255 -0.778493 
a 
b 
Fuente: los autores 
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forestales, la época climática afecta de manera variable las entradas de materia y energía las 
cuales dependen de la variedad de individuos presentes en un área específica. Globalmente, los 
bosques resultan ser más homogéneos entre sí, de lo que son los cebollares o las plantaciones 
forestales, como sucedió en la cuenca del rio La Vieja. 
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Gráfico 5. Proyección en el plano de factores de las fincas muestreadas en la cuenca del rio Otún 
(n=18). a. agrupación según eventos de muestreo (época climática). b. agrupación según uso del suelo.  
 
9.1.2 Análisis de variables fisicoquímicas y ambientales para la cuenca del rio La Vieja.  
 
9.1.2.1 Humedad: En los dos eventos de muestreo se observaron valores significativamente 
mayores en pastizal que en bosque, a pesar del bajo porcentaje de cobertura vegetal. Pastizal no 
presentó diferencias entre los eventos de muestreo, lo que si sucedió tanto en bosque como en 
cafetal, donde el EM2 (época seca) presentó valores significativamente mayores. Aunque la época 
seca presente para todos los usos, mayores valores promedio, esta contradicción puede verse 
explicada por el hecho que en los días de muestreo se presentaron lluvias copiosas. Valores 
siempre superiores en pastizal, reflejan la acción protectora de la capa de pasto en la disminución 
de evapotrasnpiración. No se conocen sin embargo los valores de la capacidad de campo y 
retención de agua, pronosticada para pastizal como menor, debido a su mayor contenido de 
arena. 
 
9.1.2.2 Hojarasca: No se presentaron diferencias en la profundidad de hojarasca entre bosque y 
cafetal en los dos eventos de muestreo, sin embargo se observó una disminución significativa para 
bosque en el EM2; para cafetal no hubo diferencias entre eventos de muestreo. Aunque la época 
vegetativa en las plantas se ve favorecida en época lluviosa, una menor cantidad de hojarasca en 
época seca puede deberse a mayores tazas de degradación, relacionadas con mayores 
temperaturas del suelo. 
 
9.1.2.3 Cobertura vegetal: Para ambos eventos de muestreo se observó que bosque presentó un  
porcentaje de cobertura significativamente mayor que pastizal y cafetal. Tanto para bosque, como 
a b 
Fuente: los autores 
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para pastizal, se observó un incremento significativo en el EM2. Durante la época seca se observa 
el resultado del incremento del crecimiento vegetativo impulsado por las lluvias del EM1; este 
efecto no es tan claro en cafetal, donde el número de plantas por hectárea es fijo y el carbono 
fijado se dirige a la producción de frutos y no de follaje. Entradas adicionales de carbono y 
nitrógeno se encuentran solo en cafetales con sombrío, procedentes de árboles como el guamo 
(Inga spp.). 
 
9.1.2.4 Temperatura ambiental máxima: Se observó la tendencia de menores valores en el EM2, 
siendo esta disminución significativa solo en cafetal, el cual tambien presentó en este evento 
valores significativamente menores que bosque y pastizal.  
 
9.1.2.5 Temperatura ambiental mínima: para el EM1 cafetal presentó valores significativamente 
mayores que bosque y pastizal. En el EM2 cafetal presentó valores significativamente menores 
que pastizal. Esta disminución en cafetal, tambien fue significativamente menor a la reportada 
para el EM1. Para bosque y pastizal los cambios entre eventos no fueron significativos.  
 
Las temperaturas ambientales no poseen un patrón estacional; las diferentes horas del día en el 
que se toman estas mediciones y la capacidad conductiva y convectiva del aire hacen difícil la 
interpretación de los cambios según el uso del suelo y el evento de muestreo. 
 
9.1.2.6 Textura del suelo. No se observaron diferencias significativas ni en el % de arena ni en el % 
arcilla entre los usos de suelo, aunque pastizal y cafetal presentan valores de arcilla similares y 
menores que bosque, acorde con un cambio en el uso del suelo (Volverás et al., 2007). Bosque 
presentó un porcentaje de limo significativamente mayor que pastizal; cafetal no presentó 
diferencias en el % de limo con los otros dos usos. La ausencia de diferencias en las propiedades 
texturales refuerzan el hecho que todos los usos posean un origen edáfico común; esta similitud 
sin embargo no ayuda a explicar las diferencias en humedad de los suelos, ya que basados en esta 
información todos deberían tener una humedad similar o al menos, ésta debería ser proporcional 
al % de cobertura vegetal. Se observa una mayor similitud entre cafetal y pastizal, que denotan 
posiblemente el origen de los pastizales a partir de antiguos cafetales.  
 
9.1.2.7 Estructura del suelo. Excepto para el porcentaje de agregados menores a 54 m, en el cual 
cafetal presentó valores significativamente mayores que pastizal, estos dos usos no presentan 
diferencias en el restante de porcentajes de agregados. Bosque presentó porcentaje de agregados 
de 1,18 mm significativamente mayores que cafetal y pastizal, y significativamente menores en los 
demás tamaños de agregados, acorde con una ausencia de actividades agricolas, como el arado 
(Lupwaji et al., 2001).  Al igual que con las propiedades texturales cafetal y pastizal presentan 
similitudes, con una ligera diferencia de mayor compactación de pastizal posiblemente favorecida 
por el pisoteo constante del ganado.  
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Fuente: los autores 
Grafico 6. Valores promedio para variables fisicoquímicas y ambientales por uso de suelo en la 
cuenca del rio La Vieja durante el estudio (n=9). Diferente letra minúscula indica diferencia significativa          
(P ≤ 0,05) entre los eventos de muestreo en cada uso del suelo. Diferente letra mayúscula indica diferencia significativa 
(P ≤ 0,05) entre usos del suelo para cada evento de muestreo. 1EM: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; 
EM2: segundo evento de muestreo: 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
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Gráfico 6. Valores promedio para variables fisicoquímicas y ambientales por uso de suelo en la 
cuenca del rio La Vieja durante el estudio (n=9). Diferente letra minúscula indica diferencia significativa          
(p ≤ 0,05) entre los eventos de muestreo en cada uso del suelo. Diferente letra mayúscula indica diferencia significativa 
(p ≤ 0,05) entre usos del suelo para cada evento de muestreo. 1EM: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; 
EM2: segundo evento de muestreo: 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
 
9.1.3 Análisis de variables fisiccoquimicos y ambientales para la cuenca del rio Otún.  
 
9.1.3.1 Humedad: Se observa la tendencia a que sea bosque el que presenta mayores valores de 
humedad en suelo; esto se refleja en la diferencia significativa con cebollar en ambos eventos de 
muestreo, el cual presenta los valores más bajos. La humedad no presentó un cambio significativo 
durante el EM2. Mayores porcentajes de humedad en bosque y forestal reflejan la relación directa 
y positiva con el porcentaje de cobertura de vegetal, la cual permite ejercer un efecto de 
amortiguamiento de la radiación solar y retiene parte de la humedad perdida por transpiración 
vegetal y animal. Aunque en el EM2 se observan mayores valores de humedad a pesar de ser 
época seca, estos valores pueden ser resultado de la coincidencia de los muestreos con episodios 
de intensa precipitación. 
 
Los cambios observados en las densidades pueden entonces ser tal vez atribuidos, a tipos de 
carbono no evaluados; Chen et al. (2004) observó que la conversión de bosque natural a 
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plantación de pino no solo reduce significativamente el carbono total (en 19,8%) sino el carbono 
orgánico soluble (en 17,7%), el carbono extraíble por CaCl2 (en 38,8%) y el carbono extraíble por 
agua caliente (30,9%) así como la biodisponibilidad del carbono. Estos cambios pueden ser 
debidos a la cantidad y naturaleza de la hojarasca, diversidad microbiana, y su actividad y a los 
disturbios durante la preparación de la zona de siembra (Chen et al., 2004). 
 
9.1.3.2 Hojarasca: No se observaron diferencias significativas entre los usos bosque y forestal del 
suelo, a pesar que bosque posee valores más altos en ambos eventos de muestreo; la alta 
variabilidad de los datos entre fincas puede explicar la ausencia de diferencias; una menor 
cantidad de hojarasca en el EM2, puede relacionarse con mayores tasas de degradación, lo cual se 
ve respaldado por un aumento en la materia orgánica y la temperatura del suelo para este evento 
de muestreo.  
 
9.1.3.3 Cobertuta vegetal: Se observa que en ambos eventos de muestreo, bosque y forestal 
poseen valores significativamente mayores a cebollar. Solo en cebollar se observa una diferencia 
significativa entre eventos de muestreo. La ausencia de diferencias en cobertura vegetal entre 
bosque y forestal, ayudan a explicar la similitud en el % de humedad y temperaturas del suelo y 
ambientales entre los dos usos. 
 
9.1.3.4 Temperatura ambiental máxima: En el EM1 no se observan diferencias entre usos del 
suelo; sin embargo, en el EM2 cebollar presenta valores significativamente mayores que bosque y 
forestal. Cebollar y forestal presentan diferencias significativas entre eventos de muestreo, 
existiendo en el EM2 un aumento en cebollar y una reducción para forestal.  
 
9.1.3.5 Temperatura ambiental mínima:  En el EM1 no se observaron diferencias entre usos del 
suelo, sin embargo en el EM2 cebollar presenta valores significativamente mayores que bosque y 
forestal. Cebollar y forestal presentan diferencias significativas entre evetos de muestreo 
existiendo en el EM2 un aumento en cebollar y una reducción para forestal. Mayores valores para 
cebollar en el EM2, respaldan la idea que aunque exista una exposición solar mayor, la cobertura 
vegetal ejerce un efecto de bloqueo, reduciendo la temperatura ambiental a nivel del suelo. 
 
9.1.3.5 Textura del suelo. Plantacion forestal presentó un % de arena significativamente mayor 
que cebollar y un porcentaje de arcilla significativamente menor que cebollar y bosque; mayores 
valores de arcilla en cebollar son acordes con un cambio en el uso del suelo (Volverás et al.,  2007). 
No se presentó diferencia significativa en el porcentaje de limo entre usos del suelo. Menores 
cantidades de % de arcilla y mayores de % de arena en bosque y forestal, pueden explicar los 
mayores valores de humedad, dada su mayor permeabilidad y capacidad de campo. 
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Gráfico 7. Valores promedio para variables fisicoquímicas y ambientales por uso de suelo en la 
cuenca del rio Otún durante el estudio (n=9). Diferente letra minúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) 
entre los eventos de muestreo en cada uso del suelo. Diferente letra mayúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) 
entre usos del suelo para cada evento de muestreo. 1EM: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; EM2: 
segundo evento de muestreo: 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
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Gráfico 7. Valores promedio para variables fisicoquímicas y ambientales por uso de suelo en la 
cuenca del rio Otún durante el estudio (n=9). Diferente letra minúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) 
entre los eventos de muestreo en cada uso del suelo. Diferente letra mayúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) 
entre usos del suelo para cada evento de muestreo. 1EM: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; EM2: 
segundo evento de muestreo: 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
 
9.1.3.6 Estructura del suelo. Para los porcentajes de agregados de 600 m y 300 m forestal 
presenta valores significativamente mayores que cebollar; para el porcentaje de agregados de 
1,18 mm es cebollar el que presenta valores significativamente mayores que forestal, lo que indica 
una mayor compactación en cebollar. No se presentaron diferencias en el pocentaje de 54 m 
para los tres usos. Cebollar presentó porcentaje de agregados menores a 54 m significativamente 
mayores que bosque. Aunque estadísticamente bosque y forestal no presentan diferencias, se 
observó una ligera diferencia de menor compactación en bosque, favorecida tal vez por una mayor 
densidad de individuos vegetales, derivando en agregación producto la extensión radicular y la 
ausencia de prácticas de arado, como reporta Lupwaji et al. (2001); menores compactaciones 
tienden a favorecer el incremento en la respiración, biomasa y actividad de comunidades 
microbianas (Merriles et al., 2008) 
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9.2 RECUENTO DE MICROORGANISMOS CULTIVABLES DEGRADADORES DE HC POR LA TÉCNICA 
DE NÚMERO MÁS PROBABLE (NMP). 
 
La técnica de número más probable constituye una herramienta útil en el recuento de densidades 
microbianas cuando se preveen conteos bajos, como es el caso de bacterias degradadoras de 
hidrocarburos. Esta técnica permitió la estimación de las densidades de bacterias degradadoras de 
HC en todos los usos del suelo seleccionados, evidenciando el carácter cosmopolita de este grupo 
funcional (Leahy y Colwell, 1990).  
 
Se debe resaltar el hecho que estos microorganismos hayan crecido en la presencia de diesel, 
dado que los sistemas muestreados no presentan historia de contaminaciones accidentales o 
premeditadas previas; sin embargo como lo afirman Leahy y Colwell (1990), la exposición previa a 
otros hidrocarburos puede pre-adaptar a los organismos y favorecer el metabolismo de 
compuestos estructuralmente similares, como se ha descrito para la microbiota de suelos de 
bosques nunca expuestos a 2,4,6 TCP (triclorofenol) en la degradación de altos niveles de éste 
compuesto (Sánchez et al., 2004). 
Aunque el número de microorganismos degradadores puede ser indicativo del grado de 
contaminación de un lugar (Braddock y Catterall, 1999), esto puede solo revelar el nivel de 
hidrocarburos presentes producto de la humificación y descomposición de material proveniente 
de la cobertura vegetal sobre el suelo y bajo éste. Los recuentos obtenidos en este estudio, 
concuerdan en magnitud con los valores en el orden de 103 a 104 bacterias degradadoras por 
gramo de suelo, reportados por Rosenberg (2006), para suelos, subsuelos y aguas costeras no 
contaminados, utilizando diferentes técnicas de enumeración, mientras que para suelos con 
contaminación crónica se elevan hasta 4 órdenes de magnitud de 0,7 x 10
8
 a 28,2 x 10
8
 UFC/g, 
como reporta AlGhazawi et al. (2005).  
 
Aunque se reconocen las limitaciones de los métodos de enumeración dependientes de cultivo 
siguen siendo técnicas muy útiles para comparar muestras procedentes de distintos tipo de suelo 
y sujetos a distintos niveles de HC. La elección de un método dependiente de cultivo para evaluar 
los cambios en el gremio de degradadores está respaldada por la idea que las poblaciones activas 
son mejores indicadores de los cambios de manejo a corto plazo que la población bacteriana total 
(cultivables, no cultivables, activas y latentes)(Girvan et al., 2003). De forma similar Ellis et al. 
(2003), encontró que el número de bacterias cultivables se correlacionó negativamente con la 
concentración de metales pesados, y Brandt et al. (2006) reconocen en Pseudomonas spp., un 
bioindicador altamente sensible a contaminación por cobre, siendo el conteo en placa el método 
más apropiado para determinar el efecto de metales que los métodos independiente de cultivo. 
Incluso, Macur et al. (2007) reportan que el aislamiento de cepas degradadoras del herbicida 2,4-
D, fue más sensible que la técnica molecular DGGE, para detectar cambios en la estructura de 
comunidades 
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Tabla 3. Número más probable (NMP) del recuento de bacterias degradadoras de HC y logaritmo 
de NMP de  los suelos de las fincas seleccionadas para el estudio.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EM A Ventana Cobertura Finca NMP B/gps
 C  
Log10 
NMP/gps
 C 
Log10  NMP/gps  
± DE D 
1 
La Vieja 
Bosque 
Ilusión 7370.71581 3.87 
4.0  ± 0.115 Lusitania 16636.347 4.03 
Veraguas 16293.6373 4.09 
Pastizal 
La Ramada 18143.9746 4.11 
4.50 ± 0.625 Villa Ximena 318960.596 5.22 
Tesalia Baja 24248.9353 4.18 
Cafetal 
El Descanso 2815.32549 3.44 
3.87 ± 0.443 Platanera 28920.6829 4.33 
La Aldea 6997.12376 3.84 
Otún 
Bosque 
Manzano 3650.74562 3.52 
3.17 ± 0.4026 Bejucos 2030.05209 3.27 
La Selva 536.142612 2.73 
Cebollar 
BellaVista 8639.37204 3.91 
3.95 ± 0.256 Macarena 8235.93576 3.72 
Manzano 19950.6997 4.23 
Plantación 
Forestal 
La Selva 2817.64992 2.95 
3.34 ± 0.3430 PlayaRica 4915.84084 3.60 
Lisbrán 4039.5571 3.48 
2 
La Vieja 
Bosque 
Ilusión 2455.12697 3.38 
3.97 ± 0.603 Lusitania 262547.109 4.58 
Veraguas 8710.12457 3.94 
Pastizal 
La Ramada 48778.9858 4.63 
4.03 ± 0.54 VillaXimena 3967.75982 3.59 
Tesalia Baja 7363.47836 3.85 
Cafetal 
El Descanso 5697.50048 3.74 
3.8 ± 0.312 Platanera 3381.05321 3.52 
La Aldea 20612.5904 4.14 
Otún 
Bosque 
Manzano 29800.4078 4.23 
3.98 ± 1.001 Bejucos 1213.06902 2.89 
La Selva 1130389.28 4.85 
Cebollar 
BellaVista 837867.088 4.72 
4.21 ±0.448 Macarena 8011.2042 3.88 
Manzano 18579.8349 4.03 
Plantación 
Forestal 
La SelvaPF 3180.90706 3.26 
3.83 ±0.546 Playa Rica 28346.8965 4.35 
Lisbrán 9824.21819 3.87 
A
   : Evento de muestreo: 1: 14 a 21 de abril de 2007 y 2: 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007. 
B    
: NMP: número más probable de bacterias degradadoras de HC 
C
   : Se presenta el promedio de tres datos. 
D
   : Se presenta el promedio y la desviación estándar típica de nueve datos. 
gps : gramos de peso seco. 
 
Fuente: los autores 
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Adicionalmente, este tipo de enfoque permite obtener cultivos que pueden ser potencialmente 
usados en procesos de bioaumentación, en lugares donde los microorganismos degradadores de 
HC nativos están ausentes o no son suficientes para realizar la mineralización completa del 
contaminante.  
 
9.2.1 Cuenca del rio La Vieja. Como se observa en el Gráfico 8 no se observaron diferencias 
significativas en las densidades entre los tres usos del suelo en ningún evento de muestreo (EM1 
ANOVA, p=0,056; ANOVA, EM2 p=0,694), aunque se observa la tendencia a presentarse mayores 
valores de NMP en pastizal, seguido por bosque y cafetal (Tabla 3). Tampoco se observaron 
diferencias entre eventos de muestreo en los recuentos para cada uso del suelo (t Student, EM1 vs 
EM2, Bosque p=0,937; Pastizal, p=0,135; Cafetal, p=0,737), aunque exista la tendencia a ser 
menores en el EM2, que corresponde a la época seca. No se presentaron correlaciones con ningún 
parámetro fisicoquímico o ambiental para los dos eventos de muestreo (Anexo E). Estos resultados 
contrastan por lo reportado por Roldán et al., (2009), quienes reportan para el año de muestro 
2006, que es Bosque en las dos épocas climáticas, el uso que presenta la mayor densidad de 
bacterias degradadoras de HC. 
 
 
 
Gráfico 8. Número más probable de bacterias degradadoras de HC por uso de suelo en la cuenca 
del rio La Vieja durante el estudio (n=9). Diferente letra minúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) entre 
los eventos de muestreo en cada uso del suelo. Diferente letra mayúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) entre 
usos del suelo para cada evento de muestreo. 1EM: primer evento de muestreo : 14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo 
evento de muestreo : 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
 
 
Esta ausencia de diferencia entre usos y eventos de muestreo puede verse enmascarada por la 
amplia variabilidad que presentan los valores de NMP para cada finca; esto puede deberse en el 
caso de los bosques, a la alta heterogeneidad intrínseca de cada bosque e incluso de cada 
cuadrante muestreado, tanto a nivel de las especies vegetales, como a nivel del tipo de textura y 
porcentaje de agregados que presentan los suelos (datos no mostrados).  
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La alta variabilidad en los datos se reduce en el caso de los cafetales, donde no solo la cantidad, 
sino el tipo de materia orgánica que entra al suelo, no varía, debido a la uniformidad de las 
especies vegetales que cubren el suelo; salvo en el caso de la finca El Descanso donde el suelo se 
encuentra parcialmente cubierto por especies arvenses (i.e., vegetación que invade los cultivos; 
plantas que crecen donde el agricultor no las quiere, limitando e interfiriendo el crecimiento y la 
producción. Algunas arvenses pueden ser mantenidas en las calles del cultivo como capa 
protectora del suelo, pero ausentes en el plato de la planta)(Fedecafé, 2009). La susceptibilidad de 
distintas poblaciones a trazas de plomo, azufre y biocidas, en el diesel usado para el recuento, 
puede también contribuir a variabilidades entre distintas muestras de suelo (Bento y Gaulore, 
2001). 
Se ha reportado que los sistemas ecológicos de bosque incluido su suelo, presentan la diversidad 
más alta de microorganismos, tanto en especies como funcional, para todos los grupos  implicados 
en el ciclaje de nutrientes, al igual que un mayor recuento de ellos, al ser comparados con cultivos 
monoespecíficos, debido en gran parte a la mayor cantidad de carbono de biomasa microbiana 
(Zheng et al., 2004). En el presente estudio sin embargo no fue este el caso, lo cual posiblemente 
puede estar relacionado con una reducción en las actividades enzimáticas que se correlacionan 
negativamente con los contenidos de lignina de la hojarasca y con la presencia de arbustos (ambas 
características mayores en bosque) y positivamente con la de pastizales (Chabreriè et al., 2003).  
En el caso de los pastizales, debido al bajo porcentaje de cobertura vegetal, la incidencia más 
directa de luminosidad solar puede provocar cambios más acentuados de la temperatura del 
suelo, que pueden influir en las tasas metabólicas, evidenciadas en mayores tasas de 
reproducción. Presentan así mismo una entrada de materia orgánica, representada en las heces de 
ganado vacuno y otros organismos de meso y macrofauna edáfica, las cuales poseen un alto 
contenido de azúcares y biomasa microbiana metabólicamente activa, que puede contribuir a los 
altos recuentos (Davidson y Grieve, 2006). Adicionalmente, Castro, J. (2007), reportó que en 
pastizales con predominio de pasto kikuyo, se presenta mayor biomasa de lombrices lo que 
favorece los procesos de aireación del suelo y aumenta la cantidad de organismos degradadores 
de material vegetal.  Esto sumado al hecho que en suelos de pastura de 25 años, existe una menor 
tasa de pérdida de suelo y materia orgánica y mayor infiltración de agua (94% vs 56%), comparado 
con suelos de cultivo monoespecífico (Volverás et al., 2007), puede contribuir a elevar los 
recuentos de heterótrofos.  
 
Aunque el número de especies vegetales sea limitado en un pastizal [predominio de pasto  kikuyo 
(Pennisetum clasdestinum), se ha reportado el uso de sistemas de praderas de gramíneas para 
estimular la biodegradación de compuestos recalcitrantes como los PAH (hidrocarburos 
policíclicos aromáticos)(April y Sims, 1990); el sistema radicular de algunas gramíneas constituye 
una alternativa a la adición y distribución de materia orgánica en el suelo, gracias a la gran 
cantidad de exudados que secretan; esta materia orgánica lipofílica actúa como un adsorbente e 
inmoviliza los PAH, favoreciendo la biodisponibilidad de estos sustratos. 
Las densidades en cafetal similares a las encontrados en bosque, pueden estar favorecidas porque 
los cafetales sin sombrío presentan entradas adicionales de nutrientes provenientes de 
fertilizantes, con un alto contenido de nitratos y amonio, altamente solubles, que favorecen la 
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proliferación de organismos de estrategia r (Atlas y Bartha, 2002), y de los pesticidas, que 
presentan sustratos estructuralmente similares a y quimicamente derivados de hidrocarburos. Sin 
embargo, estos niveles elevados de nutrientes caen rápidamente cuando los cafetales son 
transformados en pastizales permanentes (Felske et al., 2000). Los cafetales dada su tipo de 
siembra en laderas y falta de protección del suelo, experimentan en mayor medida el arrastre de 
nutrientes por lluvia, experimentando declinación en poblaciones tanto de heterótrofos como de 
degradadores, por perdidas en materia orgánica, producto también de prácticas culturales como 
la remoción de residuos vegetales (Govaerts et al, 2000), lo que puede explicar porque, a pesar de 
estas entradas, sus niveles no superan a los de pastizales no fertilizados. 
Adicionalmente, Cardona y Sadeghian (2005) han identificado que las entradas de materia 
orgánica, nutrientes y actividad microbiana medida como liberación de CO2 en cafetales expuestos 
al sol, son menores que en cafetal de sombrío con Inga spp. Paz et al.(2006), concuerdan con este 
hallazgo y adicionalmente identifican una menor capacidad de retención de humedad y menor 
disponibilidad de N, P, K, Ca+2 y Mn+2.  
 
9.2.2 Cuenca del rio Otún. Como se observa en la Gráfico 9 y la Tabla 3,  solo se observaron 
diferencias significativas en las densidades en el EM1, donde los usos de suelo de bosque y 
plantación forestal  presentan diferencia con Cebollar que  presenta una densidad mayor. 
 
 
 
Gráfico 9. Número más probable de bacterias degradadoras de HC por  uso de suelo en la cuenca 
del rio Otún durante el estudio (n=9). Diferente letra minúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) entre los 
eventos de muestreo en cada uso del suelo. Diferente letra mayúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) entre usos 
del suelo para cada evento de muestreo. 1EM: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo evento 
de muestreo : 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
 
Estas diferencias desaparecen para el EM2 en el cual los recuentos tienden a ser mayores; sin 
embargo no se observaron diferencias entre eventos de muestreo para ningun uso del suelo. Esta 
ausencia de diferencia significativa entre eventos de muestreo puede verse enmascarada por la 
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amplia desviación que presentan los valores en el EM2.  El aumento en NMP para el EM2 podría 
estar relacionado con cambios en las actividades enzimáticas y biomasa, las cuales como lo 
reporta Chabrerie et al. (2003), se correlacionan positivamente con la humedad del suelo, carbono 
soluble y contenido de polisacáridos, lo que se corresponde con al aumento en humedad y 
materia orgánica en el EM2 (Gráfico 7). Phllips et al., (2000) tampoco observaron diferencias en el 
recuento de BOA entre usos por NMP pero si por PCR competitiva, siendo mayor en suelos 
fertilizados. Estos resultados contrastan por lo reportado por Roldán et al., (2009), quienes 
reportan para la misma zona de muestreo en el año 2006, que es Bosque en época lluviosa, el uso 
que presenta la mayor densidad de bacterias degradadoras de HC. 
 
Se observan tambien altas desviaciones en las densidades, en bosque para el EM2, lo que podría 
verse explicado si se tiene en cuenta que también aumenta la temperatura del suelo lo que podría 
favorecer el incremento de sustratos disponibles tanto en cantidad como en número, 
incrementando a su vez la heterogeneidad local de los suelos, conduciendo a mayor variabilidad 
en las densidades. 
 
La ausencia de diferencia entre bosque y forestal pude verse apoyado por el hecho que en las 
plantaciones forestales, aunque prevalezca una especie como el pino patula, esto no sucede en el 
sotobosque donde predominan varias especies de pteridofitas y angiospermas; esto puede 
suceder igualmente en áreas de bosque secundario donde existen zonas en las cuales prevalecen 
árboles de una especie, pero a nivel de sotobosque son varias las especies arbustivas y herbáceas 
presentes. Igualmente los altos contenidos de HC (resinas) presentes en las aciculas de pino y 
otras coniferas, podría suplir la reducción en calidad y cantidad con respecto a los sustratos 
disponibles en el bosque.  
 
La mayor densidad de bacterias degradadoras de HC en cebollares puede verse influenciado por 
compuestos utilizados para el control de malezas e insectos plaga. Ratcliff et al., (2006), 
observaron que la aplicación de herbicidas, incluso en dosis altas, puede provocar un aumento en 
el número de bacterias totales y bacterias cultivables, indicando enriquecimiento de bacterias 
generalistas; Haney et al. (2002), identificaron un fenómeno similar en el caso de RoundUp Ultra 
(N-[fosfonometil] glicina), el cual estimuló la actividad y biomasa microbiana y se relacionó con la 
mineralizacion de carbono y nitrógeno. Esto podria no tener efecto sin el nitrogeno suficiente que 
garantice una relación C:N apropiada para la degradación de los HC; este nitrogeno es 
proporcionado por los fertilizantes inorganicos amoniacales adicionados periódicamente. 
 
En algunos cebollares como El Manzano, se promueve la no remoción de malezas y retención de 
residuos en el suelo lo cual favorece conteos más altos de bacterias como lo reporta Govaerts et 
al. (2008) para bacterias totales, Pseudomonas fluorescens y Actinomycetes en cultivos de trigo 
con y sin arado. Esto a su vez se ve favorecido por la ausencia de prácticas de arado con 
maquinaria que ayudan a incrementar la respiración, biomasa y actividad tanto en siembra como 
en cosecha como lo reporta Merriles et al., (2008). La ausencia de arado en los cebollares 
muestreados, como observa Zhou et al. (2002), se traduce en una mayor agregación, posibilitando 
aislamiento espacial, que puede ayudar a limitar competición y obtener mayores recuentos y 
mayor número de aislados. 
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La fertilización con compuestos inorgánicos en cebollares, puede aumentar el número de bacterias 
totales y cultivables como lo mencionan Girvan et al. (2004), al usar dosis a niveles de BPA (buenas 
prácticas de manejo) e igualmente incrementar la actividad de grupos microbianos específicos, 
dependiendo del tipo de fuente y época de aplicación;  Castro et al. (2007) reporta que dosis altas 
de KNO3, aumentaron la actividad de bacterias y Actinomicetes en la siembra. Este aumento en el 
número de bacterias cultivables puede también observarse, tras la aplicación de combinaciones de 
pesticidas, como observan Nicholson y Hirsch (1998).  
 
Para el EM1 en la cuenca del rio Otún, el NMP se correlacionó negativamente con el porcentaje de 
humedad (rpearson= -0,394, p<0,05)),  y el % de cobertura vegetal (rpearson= -0,576, p<0,01) y 
positivamente con la temperatura del suelo (rpearson = 0,518, p<0,01)(Anexo E). A medida que 
aumenta la humedad tienden a prevalecer las condiciones anoxigénicas, disminuyendo las 
poblaciones aerobias, y favoreciendo a poblaciones anaerobias, las cuales no fueron tenidas en 
cuenta; una mayor temperatura del suelo podría influir en el aumento de las tasas para algunas 
vias metabólicas, reflejado en mayores tasas de reproducción, y como se observa, los conteos se 
correlacionaron negativamente con la cobertura vegetal (rpearson =-0,746, p<0,01), posiblemente 
debido a que el aumento de cobertura disminuye la cantidad de radiacion que llega al suelo, 
disminuyendo las temperaturas del suelo y las tasas metabólicas.     
 
Globalmente, a pesar de no observar una diferencia estadística, los usos de suelo diferentes a 
bosque, ejercen cambios en la densidad de bacterias degradadoras de HC. Mejoras en las técnicas 
de muestreo, harían posible corroborar estadísticamente que un aumento en el número de 
bacterias degradadoras pueda ser indicativo del uso intensivo del suelo. Sería recomendable 
incrementar el número de muestreo al año, a un mínimo de cuatro que incluyan las dos épocas 
secas y lluviosas. 
 
 
9.3 ANALISIS DE DIVERSIDAD DE GREMIOS DEGRADADORES DE HC. 
   
9.3.1 Cuenca del rio La Vieja. En el Gráfico 10 se presentan los indices de diversidad para los usos 
de suelo en la cuenca del rio La Vieja. Se observó que para el EM1, es pastizal el que presenta una 
diversidad significativamente mayor que bosque (Bootstrap, p<0,01) y cafetal (Bootstrap, p<0,01). 
Para el EM2 la diferencia en la diversidad entre pastizal y bosque no es significativa (Bootstrap, 
p=0,08), aunque para pastizal sea mayor; es cafetal quien posee una diversidad significativamente 
menor que bosque (Bootstrap, p<0,001) y que pastizal (Bootstrap, p<0,001). Incluso utilizando 
técnicas moleculares independientes de cultivo, Wu  et al. (2008) no identificó diferencias entre 
cultivos de tomate con manejo orgánico y el uso pastizal, luego de cinco años de manejo.  
Entre eventos de muestreo, la época seca marcó una disminución significativa en la diversidad 
tanto para bosque (Bootstrap, p <0,001) como para pastizal (Bootstrap, p <0,001); no fué así el 
caso para cafetal donde la época climática no influyó significativamente (Bootstrap, p=0,449). Esta 
ausencia de efecto de la epóca de muestreo en los indices de diversidad, fue observada tambien 
por Bruns et al.(1999), para diversidad de bacterias oxidadoras de amonio, y por Merer et al. 
(2008) para la comunidad bacteriana de un suelo agrícola.  
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Gráfico 10. Índices de diversidad de Shannon según usos del suelo en la cuenca del rio La Vieja 
(n=48). Diferente letra minúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) entre los eventos de muestreo en cada uso 
del suelo. Diferente letra mayúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) entre usos del suelo para cada evento de 
muestreo. EM1: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo evento de muestreo: 24 Agosto a 1 
Septiembre de 2007.   
 
Se evidencia en la Tabla 4, que el uso de suelo pastizal, presenta en el EM1 la riqueza más alta, con 
menor dominancia, mayor equitabilidad y una distribución de palo quebrado. Es cafetal 
claramente el que presenta una menor diversidad, con menor riqueza, mayor grado de 
dominancia y una menor equitabilidad. Bosque presenta una situación intermedia, con el anexo de 
tener una distribución de abundancia de tipo geométrico, en la cual solo uno o algunos taxa 
dominan. En el EM2 pastizal sigue teniendo una mayor diversidad, con una riqueza mayor, una 
menor dominancia, y una equitabilidad ligeramente menor que bosque, sin embargo las 
distribuciones de abundancia se equiparan, haciendo que no exista una diferencia significativa en 
diversidad entre estos dos usos. Es cafetal claramente el que presenta menor diversidad dado que 
presenta menor riqueza, mayor dominancia y menor equitabilidad.   
 
 
Tabla 4. Índices de diversidad, dominancia y equitabilidad según usos del suelo en cada evento de 
muestreo en la cuenca del rio La Vieja. 
 
EM 1  EM 2 
  Bosque Pastizal CafetalSS
A  Bosque Pastizal CafetalSSA 
Riqueza 17 22 9 13 15 10 
Shannon 2,971 3,262 2,269 2,671 2,831 2,358 
Dominancia 0,06963 0,05726 0,1345 0,08953 0,07808 0,112 
Equitabilidad 1,049 1,055 1,032  1,041 1,045 1,024 
Modelo de abundancia Geométrico Palo quebrado Palo quebrado  Geométrico Geométrico Geométrico 
               Fuente: los autores. 
A : Cafetal sin sombrío. 
EM1: primer evento de muestreo:  14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo evento de muestreo : 24 Agosto a 1  
Septiembre de 2007.   
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El descenso en los valores para el EM2, coincide con un incremento en el % de humedad del suelo 
para este evento, lo cual podría favorecer la formación de ambientes anoxigénicos; siendo la 
cantidad de oxígeno un limitante en las reacciones de hidrólisis; se denota un descenso en la 
diversidad tanto en pastizal como en bosque, prevaleciendo solo algunas especies que dominan el 
gremio. Esto afecta mucho menos a cafetal dado que sus suelos son más porosos, poseen menor 
grado de agregación, facilitando la infiltración lo que favorece que se mantengan áreas oxigénicas 
(Volverás, 2007).  
 
Una mayor homogeneidad en los factores fisicoquímicos y ambientales en bosque puede resultar  
en pocas oportunidades para la diversificación de nichos, a pesar de la existencia de un alto 
número de sustratos, lo que puede conducir a competencia por los nichos existentes, redundancia 
en las funciones y reducción de la diversidad de especies.   
Aunque aparentemente sorpresivo el resultado de una mayor diversidad en pastizales, puede 
verse explicada si tenemos en cuenta varios factores; en primer lugar, los pastizales presentan una 
mayor densidad radicular, mayor capacidad de humificación y ofrecen una cobertura de 
protección del suelo más uniforme que la presente en suelos no sembrados e incluso que suelos 
de bosque (Bjorn y McClaugherty, 2008), reduciendo la pérdida de humedad, aumentando el área 
de influencia del rizoplano y la rizósfera en las comunidades microbianas, lo que conlleva a una 
alta estabilidad a cambios ejercidos por la fauna edáfica (Davidson y Grieve, 2006). Esta alta 
homogeneidad de los pastizales fue evidenciada en la ausencia de diferencias en cuanto a índices 
de diversidad y coeficientes de similaridad entre pastizales mejorados y no mejorados por  McCaig 
et al. (2001). 
 
En pastizal encontramos no solo especies gramíneas como el pasto kikuyo (Pennisetum 
clandestinum Hoechst Ex Chiov),  y pasto estrella africana (Cynodon plectostachyus) sino también 
otras especies rastreras leguminosas como la pega pega (Desmodium cajanifolius), además de 
árboles de forrajeo como la Leucaena o acacia forrajera (Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit) y el 
matarratón (Gliricidia sepium), que favorecen la incorporación de formas biodisponibles de 
nitrógeno; esto sumado a las deposiciones y deyecciones del ganado que incorporan gran cantidad 
de compuestos nitrogenados y material en proceso de descomposición, permiten la incorporación 
de diferentes sustratos, así como de poblaciones microbianas activas, procedentes de las cámaras 
estomacales e intestinos.  
 
Esta mayor diversidad también puede explicarse desde el punto de vista del consumo diferencial 
de sustratos por las comunidades microbianas, el cual puede estar condicionado por las 
actividades animales, como reporta Kohler et al. (2005) para la disminución del consumo de ácidos 
carboxílicos por forrajeo, de polímeros por pisoteo, y de carbohidratos en la interacción de 
forrajeo, pisoteo y fertilización por estiércol.  
 
Factores como el alto contenido de carbono y la heterogeneidad del tipo de compuestos, reducen 
la competencia, generando no solo mayores conteos y mayor riqueza, sino también una mayor 
resiliencia a sequía, favorecen la alta equitabilidad observada en el uso pastizal (van Diepeningen, 
et al., 2006), sin importar el contenido de agua o la profundidad como lo reporta Zhou et al. 
(2002). Esta equitabilidad puede ser observada funcionalmente; Degens et al. (2000), reporta una  
equitabilidad catabólica mayor en suelos de pastizales y vegetación indígena y menor en cultivos 
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de maíz y cereales, resaltando la idea que el mantenimiento de carbono orgánico puede ser 
importante para preservar la diversidad microbiana.  
 
Los cafetales presentan solo un tipo de entrada de materia orgánica, constituidas por frutos 
maduros, sobremaduros caidos y hojas deciduas del cafetal, los cuales son altos en azúcares, hace 
que la cantidad de sustratos disponibles para ser utilizados sean pocos, favoreciendo solo a unas 
especies, lo que aumenta la competencia, y conduce a la dominancia de pocos grupos de 
organismos. En cafetal, el ligero aumento en la diversidad puede verse favorecido por un aumento 
en la relación C:N, fruto de la incorporación de fertilizantes y pesticidas, permitiendo que se 
reduzcan las condiciones limitantes para la degradación de hidrocarburos y favoreciendo la 
incorporación de carbono en biomasa microbiana (Lejón et al., 2007).  
 
Los pesticidas, en el caso de cafetales, constituyen un sustrato adicional y antes no disponible para 
poblaciones que no pueden aprovechar sustratos provenientes de las entradas normales de frutos 
y hojas, como lo reportan Haney et al.(2002), para el caso de Round Up, y promover una ventaja 
temporal selectiva para organismos capaces de utilizar herbicidas como el glifosato o el 2,4-D 
(ácido 2,4-diclorofenoxiacético)(Macur et al., 2007). Estos cambios en la estructura del gremio 
pueden verse reducidos con el tiempo, restableciendo la equitabilidad luego de algunos dias o 
semanas como lo reporta Zhenmei et al. (2006.) 
 
9.3.2 Cuenca del rio Otún. En el Gráfico 11 se presentan los índices de diversidad para los usos de 
suelo en la cuenca del rio Otún. Observamos que para el EM1, bosque y cebollar no presentaron 
diferencias significativas (Bootstrap, p=0,702); forestal presentó una diversidad significativamente 
menor que bosque (Bootstrap, p=0,001) y que cebollar (Bootstrap, p=0,001). Estas diferencias 
desaparecen en el EM2 para los tres usos del suelo [bosque vs cebollar (Bootstrap, p=0,06), 
bosque vs forestal (Bootstrap, p=0,879) y cebollar vs forestal (Bootstrap, p=0,089)].  
 
Entre eventos de muestreo, la época seca (EM2) marcó una disminución significativa en la 
diversidad para bosque (Bootstrap, p=0,019) y un aumento para forestal (Bootstrap, p=0,007); no 
fue así el caso para cebollar donde la epoca climática no influyó significativamente (Botstrap, 
p=0,74). 
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Gráfico 11. Índices de diversidad de Shannon según usos del suelo en la cuenca del rio Otún 
(n=37). Diferente letra minúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) entre los eventos de muestreo en cada uso 
del suelo. Diferente letra mayúscula indica diferencia significativa (p ≤ 0,05) entre usos del suelo para cada evento de 
muestreo. EM1: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo evento de muestreo: 24 Agosto a 1 
Septiembre de 2007.   
 
 
Esto se evidencia en la Tabla 5, en la cual los usos bosque y cebollar presentan en el EM1 riqueza, 
dominancia y modelo de abundancia similares; sin embargo en bosque la diversidad es más alta 
dado que es ligeramente más equitativo que cebollar. Es forestal claramente el que presenta una 
menor diversidad, con una menor riqueza, mayor grado de dominancia y una menor equitabilidad. 
Bosque presenta una situación intermedia, con el anexo de tener una distribución de abundancia 
de tipo geométrico, en la cual solo uno o algunos taxa dominan. Para el EM2 aunque es cebollar 
quien presenta mayor riqueza y menor dominancia, su equitabilidad es menor, razón por la cual su 
diversidad no fue significativamente diferente a los otros usos. 
 
Tabla 5. Índices de diversidad, dominancia y equitabilidad según usos del suelo en cada evento de 
muestreo en la cuenca del rio Otún. 
 
 
 
 
 
EM1: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo evento de muestreo: 24 
Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
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EM 1  EM 2 
  Bosque Cebollar Forestal  Bosque Cebollar Forestal 
Riqueza 12 12 8 10 12 10 
Shannon 2,631 2,593 2,107  2,394 2,564 2,408 
Dominancia 0,1096 0,09982 0,1441  0,1191 0,09421 0,1214 
Equitabilidad 1,059 1,044 1,013  1,04 1,032 1,046 
Modelo de abundancia Geométrico Geométrico Geométrico  Geométrico Geométrico Geométrico 
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Se debe destacar la ausencia de diferencias para bosque y cebollar en el EM1; teniendo en cuenta 
que los cebollares muestreados utilizan prácticas de fertilización orgánica como la no remoción de 
malezas, incorporación de abonos verdes y uso de compost y estiércol (Anexo F), Sun et al.(2004), 
reconocen que este tipo de fertilización establece comunidades más similares a las de un suelo no 
intervenido y diferente a la de un suelo tratado con fertilizantes, con un mayor número de 
ribotipos y equitabilidad en suelos abonados con estiércol, práctica realizada en los cebollares El 
Manzano, Bella Vista y Macarena abonados con estiércol de ave y compost (Anexo F). 
 
La combinación de fertilización orgánica e inorgánica, aplicación de herbicidas y pesticidas en 
cebollares, sumada a una agregación similar a la de un suelo no intervenido, proporcionan una 
variedad de microambientes y sustratos que amplían la oferta de nichos, reduciendo la 
competencia y las interacciones negativas; esto se manifiesta en una diversidad inesperadamente 
alta y comparable a la de un suelo de bosque, al menos para el grupo funcional en estudio.     
Bosque que en el EM1 presentó la mayor diversidad, tuvo la mayor disminución para el EM2; el 
aumento del % de materia orgánica, y la temperatura del suelo son factores que favorecen el 
aumento en las tasas de respiración, sin embargo un aumento del pH podría indicar una 
disminución de poblaciones aerobias, tal como se evidenció por la disminución en recuentos para 
bosque (Gráfico 8); esto está respaldado, por los suelos altamente agregados, que no facilitan una 
buena penetración de gases ni el movimiento del agua, generando bolsillos de anaerobiosis. Dado 
que en nuestro estudio nos centramos en poblaciones de bacterias aeróbicas, esto puede estar 
reflejado en una disminución de la diversidad. 
No se observaron cambios notables en cebollar donde la utilización de pesticidas y herbicidas es 
habitual, en forma similar a lo observado por Nicholson y Hirsch (1998), para poblaciones 
cultivables en suelos que han o no han recibido una combinación de pesticidas por 20 años 
(aldicarb, clorfenvinfos, benomyl, glifosob, clorotoluron, triadimefon); aunque las comunidades de 
esos suelos no eran iguales, no hubo diferencias obvias en diversidad.  
 
Como mencionamos anteriormente, el uso cebollar experimenta entradas de nutrientes y energía 
muy constantes en cantidad, calidad y predecibles en el tiempo, haciendo de este sistema, uno 
muy estable en términos de nichos con potencial a ser ocupados; se debe tener en cuenta también 
como ya se anotó, la alta estabilidad entre épocas climáticas en los parámetros fisicoquímicos y 
ambientales. Además, un manejo con fertilización orgánica del suelo puede manifestarse en una 
mayor resiliencia ante disturbios (Wu et al., 2008), que incluyen el impacto del uso de pesticidas, y 
herbicidas. Esto se suma al hecho que algunos herbicidas disminuyen su vida media con cada 
aplicación, como lo demostró Fang et al. (2009) para butaclor, quien no encontró reducción  en el 
índice Shannon-Wienner, luego de varias aplicaciones. 
 
Otra explicación posible a esta estabilidad, es que los efectos más relevantes del uso de 
xenobióticos y fertilizantes, hayan ocurrido sobre poblaciones de bacterias no cultivables, como lo 
sugiere el Fantroussi et al. (1999) para el caso del uso del herbicida fenil-urea.  
Los cambios que permiten que la diversidad aumente en forestal, pueden verse relacionados con 
el aumento en la cantidad  de sustratos disponibles en suelo para el EM2 como sugiere Bossio et 
al. (2005) para el cambio de época climática; esto se relaciona con una disminución de la 
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cobertura vegetal, estabilidad de la profundidad de la hojarasca que, sumado al aumento en la 
humedad y la temperatura del suelo, permite un aumento en la materia orgánica disponible y un 
posible aumento de las tasas metabólicas, evidenciado por una disminución en el pH. Aunque 
ignoramos cual es el factor desencadenante de este proceso, es muy posible que la humedad y la 
temperatura del suelo, muy cercanas a las que se detectan en cebollar, sean determinantes.    
9.4 ANÁLISIS DE SIMILITUD DE GREMIOS DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE HC. 
Teniendo en cuenta las matrices de ausencia/presencia de especies según uso de suelo se 
realizaron dendrogramas de agrupación mediante el indice de similitud de Raup-Crick (Raup y 
Crick, 1979). 
 
9.4.1 Cuenca del rio la Vieja. En el Gráfico 12 se pueden apreciar dos grupos con un 25% de 
similitud, constituidos por Bosque en el EM2 y el otro por los demás usos. Dentro del grupo 
inferior que presenta una similitud de 30%, se observa un grupo con un 49% de similitud 
compuesto por los usos de suelo con intervención humana. Se observa una alta estabilidad en la 
composición para el uso cafetal en los dos eventos de muestreo (Mantel, Raup-Crick, r=0,529, 
p(uncorr)=0,337). Esto no se observó en los usos de suelo bosque y pastizal cuyos eventos de 
muestreo se localizaron en grupos diferentes.  
Al tener en cuenta los gremios por evento de muestreo, no se observaron diferencias significativas 
en la composición entre los usos de suelo en el EM1 (ANOSIM, Raup-Crick; p=0,322) y tampoco en 
el EM2 (ANOSIM, Raup-Crick; p=0,206). No se evidenció diferencia en la composición de los 
gremios por uso, entre eventos de muestreo (Mantel test, Raup-Crick; p(uncorr)= 0,928). Aunque 
autores como Kubartová et al. (2007) reconocen que las condiciones ambientales y el efecto 
estacional son determinantes en la dinámica poblacional.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 12. Dendrograma de asociación de usos del suelo en la cuenca del rio La Vieja mediante 
índice de asociación de Raup-Crick (n=6). rRaup-Crick: 0,7689. EM1: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 
2007; EM2: segundo evento de muestreo: 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
Fuente: los autores 
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Aunque existieron diferencias en la composición de los gremios entre los usos de suelo, éstas no 
fueron significativas; esta ausencia de diferencias se confirma al realizar el análisis de 
correspondencia como se evidencia en el Grafico 13, donde se observa la distribución de los sitios 
de muestreo en el plano de dimensiones. 
 
   
Gráfico 13. Análisis correspondencia. Proyección en el plano de dimensiones de las fincas 
muestreadas en la cuenca del rio la Vieja (n=48). a. Agrupación según eventos de muestreo (época climática). 
b. Agrupación según uso del suelo.  
Aunque los usos con intervención humana o animal por explotación intensiva de recursos 
impliquen un impacto mucho mayor que el recibido por bosque secundario, puede ser que el 
tiempo que llevan de establecimiento usos como cafetal y pastizal, sea el suficiente para que los 
cambios ejercidos por disturbios al inicio del uso y durante el periodo de utilización, sean recibidos 
y soportados por las comunidades presentes y especificamente por el gremio de bacterias 
degradadoras de HC, como reporta Nourou et al.(2006), para comunidades en contacto o no, con  
hojarasca, las cuales luego de ocho horas adquirieron funciones celulolíticas similares.  
Como ya se mencionó, no existieron diferencias significativas en estructura y textura del suelo  
entre usos; esta similitud tiende a favorecer la permanencia de estructuras similares de tipos 
bacterias dominantes. Esta similitud de los gremios puede presentarse incluso en suelos con 
estructuras diferentes, como es el caso de Gelsomino et al. (1999), quienes encontraron similitud 
en perfiles electroforéticos, a partir de diferentes tamaños de agregados, con respecto a bandas 
principales, siendo estos perfiles estables por un año de muestreo. No es extraño tampoco que 
existan similitudes entre tipos de usos diferentes, como reconocen Salles et al. (2006), entre 
pastizal permanente y maizal y Wu et al. (2008), entre pastizal y suelo no intervenido, luego de 
tres años de establecimiento.  
 
En el mismo sentido, sistemas con entradas de carbono constantes en cantidad y calidad, como 
cafetal, tienden a mantener poblaciones microbianas constantes en el tiempo; esto sumado al 
hecho que entre los eventos de muestreo no existió ningún tipo de cambio en la composición 
vegetal, contribuyen a la alta similitud en la composición de los gremios. Por otro lado, los cambios 
observados en pastizal entre eventos de muestreo, pueden coincidir con el efecto de la orina 
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sobre el gremio como lo reporta Rooney et al. (2006), luego de 10 días de exposición en pastizales 
no mejorados.  
 
Que se presenten diferencias en la composición no es extraño en suelos con diversidad igual o 
muy similar (Jiménez, 2004). Aunque Gelsomino et al., (1999) aporta evidencia para afirmar que 
tipos de suelo similar tienden a contener tipos dominantes comunes de bacterias, Bundy et al. 
(2002), afirman que suelos similares sometidos a impactos similares no necesariamente tienden 
que converger en la composición bacteriana; pueden volverse más disimilares ya que diferentes 
suelos tienen potencial microbiano inherente diferente.  
Estos impactos que no solo derivan del uso indiscriminado de fertilizantes y pesticidas, sino de los 
cambios ambientales producto de la época climática del muestreo, producen alteraciones en la 
composición, percibidos como la detección o no de especies, en momentos y sitios especificos; sin 
embargo en conjunto el gremio parece mantener una estructura principal, generalmente 
compuesta por especies dominantes, a la que se asocian especies menos abundantes, mantenidas 
ya fuere por sinergismo o cometabolismo (Leahy y Colwell, 1990).  
 
9.4.2 Cuenca del rio Otún. En el Gráfico 14 se pueden apreciar dos grupos con una similitud de 
10%; un grupo superior con una similitud global de 35% y un segundo grupo compuesto por el 
EM1 de cebollar. En el grupo superior se observa una similitud del 92% de los EM1 de bosque y 
plantación forestal y una similitud  de 45% entre los EM2 de los tres usos, teniendo bosque y 
cebollar una composición con mayor similitud que con forestal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 14. Dendrograma de asociación de usos del suelo en la cuenca del rio Otún mediante 
índice de asociación de Raup-Crick. rRaup-Crick: 0,9058. EM1: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; 
EM2: segundo evento de muestreo: 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
 
Al tener en cuenta los gremios por eventos de muestreo, no se observaron diferencias 
significativas en su composición entre los usos de suelo para el EM1 (ANOSIM, Raup-Crick; p=0,18) 
y tampoco en el EM2 (ANOSIM, Raup-Crick; p=0,916). No se evidenció diferencia en la 
Fuente: los autores 
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composición de los gremios entre los eventos de muestreo (Mantel test, Raup-Crick; p(uncorr)= 
0,448).  
 
Aunque no existan diferencias en las composiciones entre los eventos de muestreo, se observa la 
tendencia a una agrupación de los usos por eventos de muestreo, mostrando que la época 
climática tiene cierto efecto en el cambio de los gremios. Esto se confirma al realizar el análisis de 
correspondencia que se muestra en el Gráfico 15. 
Al tener en cuenta los usos del suelo, como se observa en el Gráfico 15b, salvo el caso de La Selva 
en el uso Bosque, los demás bosques presentan una alta similitud en la composición de sus 
gremios; ocurre lo mismo en el uso del suelo Forestal, exceptuando el caso de Lisbrán; en general 
se observa como el uso forestal está más relacionado al uso bosque que al uso cebollar; entre los 
gremios de cebollares se presentó una baja relación. Se observa una mayor homogeneidad entre 
gremios de bosques y plantaciones forestales que entre los cebollares lo que se corresponde con 
la mayor diversidad de especies degradadoras de HC encontrada en cebollares.  
 
   
Gráfico 15. Análisis correspondencia. Proyección en el plano de dimensiones de las fincas 
muestreadas en la cuenca del rio Otún (n=37). a. Agrupación según eventos de muestreo (época climática). b. 
Agrupación según uso del suelo.  
 
El hecho que bosque y cebollar en el EM2, sean más similares entre sí, puede verse explicado si se 
tiene en cuenta que, los pesticidas utilizados en cebollar podrían constituir sustratos sustitutos, 
análogos a la variedad de sustratos que ofrece la hojarasca en descomposición de bosque. Forestal 
se aparta un poco de este grupo dado que como se mencionaba anteriormente, su diversidad 
aumentó para este evento; algunas de estas especies pueden depender de sustratos solo 
encontrados en las acículas de pino y por ende solo presentes en plantación forestal. A favor de 
esta situación Tolli y King (2005), mencionan que suelos con usos y coberturas diferentes pueden 
presentar similitudes, como lo reportan para bosque de pino y cultivos de maní. A pesar de existir 
similitudes altas en la composición de las comunidades o gremios, esto no asegura que sean 
totalmente iguales en su función como lo asegura Phillips et al. (2000) para bacterias oxidadoras 
de amonio. 
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Como ya lo hemos mencionado  en el caso del NMP y la diversidad, no es extraño que el uso 
bosque y forestal posean una alta similitud de gremios de degradadores de HC, ya que bosques 
con predominancia de especies vegetales diferentes pueden tener alta similitud en la composición 
microbiana total como lo reporta  Hackl et al. (2004) para bosques de roble y abeto. Por su parte 
Neufeld y Mohn (2005), no encontraron diferencias en la composición microbiana total entre un 
bosque de tundra ártica y un bosque boreal y Knief et al. (2005) no encuentraron diferencias en 
poblaciones de metanótrofos entre un bosque nativo y un área reforestada de 16 años de 
antigüedad.  
9.4.3 Cuencas del rio La vieja y rio Otún. Globalmente, al tener en cuenta los usos de suelo en las 
dos cuencas por época climática, observamos en el Gráfico 16 que para el EM1, la composición de 
especies permite clasificar a los bosques en un grupo con 64% de similitud y a los usos cafetal 
cebollar y pastizal en un grupo con 76% de similitud. Se observa que los bosques de Otún 
presentan mayor similitud con plantación forestal tambien ubicada en la cuenca del rio Otún.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 16. Dendrograma de asociación de usos del suelo en el EM1 mediante índice de asociación 
de Raup-Crick (n=6). rRaup-Crick: 0,6624. EM1: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo 
evento de muestreo: 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
 
Se observa como los usos de suelo con intervención constante como cafetal, pastizal y cebollar, no 
se relacionan con bosque. El hecho que forestal se relacione más con bosque de Otún en el EM1, 
se puede explicar dado el origen edáfico común de ambos usos, lo que reafirma que el tipo de 
suelo puede ser un determinante en la estructura de las comunidades.  
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Gráfico 17. Dendrograma de asociación de usos del suelo EM2 mediante índice de asociación de 
Raup-Crick. rRaup-Crick: 0,6522. EM1: primer evento de muestreo: 14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo evento de 
muestreo: 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
 
En el Gráfico 17 se observa como, para el EM2 se conforman tres subgrupos, formados por los 
usos bosque de ambas cuencas con una similitud del 87%, cebollar y pastizal con 86% y un tercer 
grupo formado por cafetal y plantación forestal con 69% de similiutd. Se observa que la similitud 
de bosques y los usos con intervención humana es de 28%. 
Las asociaciones parecen ahora obedecer a similitudes en la composición vegetal de cada uso. Así, 
se reúnen los bosques, que poseen la mayor diversidad vegetal, pastizal y cebollar donde 
predomina una sola especie y cafetal y forestal, donde a pesar que existen grandes extensiones de 
una sola especie vegetal, ésta se ve mezclada con individuos de otras especies. Kubartová et 
al.(2007), por ejemplo, observó que el cambio de especie vegetal en bosques nativos de haya y 
roble a plantación de picea puede no evidenciarse en cambio de riqueza pero si en composición de 
especies. 
 
9.5 RELACION ENTRE VARIABLES FISICOQUIMICAS Y AMBIENTALES Y COMPOSICION DE 
GREMIOS.  
 
Teniendo en cuenta los datos de las variables ambientales y fisicoquímicas, y las matrices de 
presencia/ausencia de especies según usos de suelo, se utilizó el análisis de correlación canónica, 
con el fin de determinar la existencia de relación entre estos conjuntos de variables; se desea 
entonces explicar los resultados de presencia/ausencia de especies mediante cambios en las 
variables fisicoquímicas y ambientales.  
 
9.5.1 Cuenca del rio la Vieja.  No se encontró una relación significativa entre las variables 
fisicoquímicas y ambientales con la composición de los gremios para los usos de suelo estudiados 
(Monte Carlo, F= 1,017, p= 0.418). Pese a la ausencia de relación, en la Figura 18a, se observa que 
con respecto a la época climática, existe una discriminación de la composición de los gremios, en 
donde el porcentaje de humedad, las temperaturas ambientales y el % de arena  tienen un efecto 
en esta diferenciación. Variables que en el análisis de componentes principales tenían una mayor 
importancia como los porcentajes de agregados y los componentes de la característica textural, 
carecen de efecto en esta discriminación temporal. 
Fuente: los autores 
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Se puede observar que la composición temporal se ve afectada por variables que cambian con los 
eventos de muestreo como la humedad y la temperatura del suelo, evidenciando un efecto de la 
época climática; estos cambios temporales no son afectados por variables que son más estables o 
no cambian con la época climática como la textura y la estructura del suelo. 
Al observar en el Gráfico 18b, la distribución de los usos del suelo basada en la composición de los 
gremios, se observa una discriminación a través de los gradientes de variables como % de 
cobertura vegetal, % de arcilla y los % de agregados de 1,18 mm, 600 m y 54 m. Se observa que 
los bosques y los cafetales se encuentran en los extremos de estos gradientes, pastizal siendo 
localizado en el intermedio. Los gremios de bosques están más influenciados por una mayor 
cobertura vegetal, un mayor porcentaje de agregados de 1,18 mm y un mayor % de arcilla; los 
gremios de cafetales parecen estar más influenciados por una estructura del suelo menos 
compacta. En el caso de cafetales, son las temperaturas máxima y del suelo mayores, las que 
influencian la composición gremial; cabe destacar la mayor similitud entre los pastizales y los 
bosques. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 18. Análisis de Correlación canónica. Proyección de las fincas, variables fisicoquímicas y 
ambientales para la cuenca del rio La Vieja (n=18). a. Agrupación según uso del suelo.  b. Agrupación según 
eventos de muestreo (época climática).  
 
Aunque la relación entre composición del gremio y variables fisicoquímicas y ambientales no es 
significativa, en forma similar a otros estudios, la composición de cada uso del suelo se ve 
discriminada por factores que afectan la textura y estructura del suelo (i.e., % de arcilla, arena y 
limo, y % de agregados)(Girvan et al., 2003; Bossio et al., 2005; Fierer y Jackson 2006; Mummey et 
al., 2006). La cobertura vegetal puede ejercer algún efecto indirecto sobre estos gremios, 
modificando las temperaturas ambientales y de suelo; un análisis que permita discriminar la 
composición general de los hidrocarburos presentes en hojas y exudados radiculares podría 
aclarar el efecto cualitativo de cada cobertura vegetal en la composición gremial. De hecho Bossio 
et al., (2005) reporta que los suelos forestales tienen la mayor diversidad de sustratos comparado 
con suelos de uso agrícolas, sin embargo esto no garantiza una mayor diversidad en las 
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poblaciones, como lo aseguran Fierer y Jackson (2006) quienes reportan que los suelos 
amazónicos son los menos diversos en bacterias. 
 
En un estudio a nivel continental, Fierer y Jackson (2006) encontraron que las diferencias en 
diversidad entre ecosistemas era explicado por pH del suelo siendo mayor a pH neutrales e 
independiente de la temperatura del lugar. Esta relación con el pH no pudo ser observada en el 
presente estudio posiblemente porque los valores promedio de los usos muestreados presentan 
valores cercanos a la neutralidad; en el presente estudio existió la tendencia que a menor pH, 
hubo una mayor densidad de bacterias degradadoras de HC; esto podría ser explicado por el 
hecho que para algunos herbicidas se ha observado un efecto de aumento en su persistencia en 
suelo a medida que disminuye el pH. (Smith et al., 2006), lo  que permitiría un mayor tiempo de 
contacto entre este sustrato y las bacterias degradadoras de HC; sin embargo, afirmar que las 
bacterias estén usando estos herbicidas como fuente de carbono y/o energía debe ser aún 
comprobado.  
 
9.5.2 Cuenca del rio Otún. No se encontró una relación significativa entre las variables 
ambientales y la composición de los gremios para los usos de suelo estudiados (Monte Carlo, F= 
0,983, p= 0.532). En la Figura 19a, se observa que con relación a la época climática no existe una 
clara discriminación de la composición de los gremios; ninguna variable parece tener efecto 
discriminante. Variables que en el análisis de componentes principales tenían una mayor 
importancia como los porcentajes de agregados y los componentes de la característica textural, 
carecen de efecto en esta discriminación temporal. 
 
Al observar en la Figura 19b, la distribución de los usos del suelo basada en la composición de los 
gremios, aunque se presenta discriminación entre los usos del suelo, esta no es excluyente; 
algunos bosques son más similares a cebollar que a otros bosques.  
 
Se presenta una discriminación al observar los gradientes de la mayoría de las variables; en los 
extremos de los gradientes de variables como % de humedad, % de cobertura vegetal, % de 
agregados de 300 m, % de arcilla, % de arena, y temperatura del suelo, se encuentran los 
gremios de cebollares y forestales; los gremios de bosque tienden a ser menos influenciados por 
las variables ambientales.  
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Gráfico 19. Análisis de Correlación canónica. Proyección de las fincas, variables fisicoquímicas y 
ambientales para la cuenca del rio Otún (n=18). a. Agrupación según eventos de muestreo (época climática). 
b. Agrupación según uso del suelo.  
Los gremios de forestales están influenciados por un mayor % de humedad, mayor % de cobertura 
vegetal, mayor % de agregados de 300 m y mayor % de arena; en el caso de cebollares son las 
temperaturas más altas y estructura de suelo más compacta lo que parece estar influenciando la 
estructura gremial; en general existe una mayor similitud entre los gremios de bosques y 
plantaciones forestales. 
Al igual que en la cuenca del rio La Vieja, aunque estadísticamente no se observó una relación de 
la composición gremial de los usos con las variables ambientales y fisicoquímicas, existe la 
tendencia a una discriminación que depende de los gradientes de algunas variables. En el caso de 
cebollares la ausencia de cobertura vegetal que permite alcanzar temperaturas más altas y la 
ausencia de labores de labranza, fertilización y aspersión de pesticidas que generan suelos más 
compactos, parecen afectar la composición gremial. Es decir que regímenes variables de estas 
actividades pueden afectar la composición bacteriana, lo que podría explicar las grandes 
diferencias entre fincas de cebollares; sin embargo, estos cambios no se reflejan en un cambio en 
la diversidad, debido tal vez a que los nichos dejados por una especie pueden ser ocupados parcial 
o totalmente por otras especies. En el caso de los bosques y una plantación forestal, debido a la 
estabilidad del sistema, los cambios ambientales y fisicoquímicos no se reflejan en cambios en la 
composición. 
El grado de intervención parece ser también un factor que puede llegar a determinar las 
diferencias; tal como reporta Salles et al. (2006), que el arado y la fertilización son las prácticas 
más efectivas en cambiar la estructura de la comunidad, en ausencia de efecto de otros factores 
como contenido de carbono, nitratos, amonio y humedad, las cuales rara vez están asociados a 
cambios en estructura de la comunidad, como sucedió en nuestro caso (Bossio et al., 1998). Es 
posible que existan efectos de los parámetros fisicoquímicos y ambientales como materia 
orgánica, contenido de Ca2+, nitrato y pH sobre poblaciones individuales (Buckley et al., 2006), 
pero eso está más allá del alcance de este trabajo. 
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9.6 ANÁLISIS DE RIBOTIPOS POR SEPARACIÓN DIFERENCIAL MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL 
DE GRADIENTE DENATURANTE (DGGE).  
 
Mediante el uso de geles de poliacrilamida al 6%, con gradiente denaturante 30%-60% se 
identificaron los ribotipos correspondientes a las cepas degradadoras de hidrocarburos aisladas de 
suelos con diferente tipo de uso.  
 
En la Figura 4 se observa un corrido electroforético en el cual cada carril correspondiente a un 
aislado; en este gel se observa como los aislados P6, P7, (P9 y P11), (P13, P14), P15, (P17 y P18) y 
P20 presentan una sola banda correspondiente al amplificado a partir de un putativo operón 
ribosomal único. Por tener un frente de corrida equivalente, aislados de los carriles P9 y P11 así 
como los de los carriles P13 y P14, P17 y P18, se consideran una sola unidad taxonómica operativa 
(OTU), es decir que su afiliación taxonómica se consideró equivalente. Los aislados de los carriles 
restantes que presentaron entre dos y tres bandas fueron considerados como OTU únicas y 
distintas unas de otras. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Foto de un gel de poliacrilamida luego de un proceso de DGGE. Gel poliacrilamida 6%, 
gradiente formamida-urea (30-60%). Carril M: muestra marcador Carriles P2 a P20: productos PCR 
de aislados.   
En la Figura 5, salvo los carriles P8, P9 y P13, todos los aislados presentan múltiples bandas; 
únicamente los aislados de los carriles P8 y P13 corresponden a una misma OTU; para este gel los 
demás aislados fueron considerados como OTU únicas o distintas. A diferencia del gel de la Figura 
4, donde la mayoría de aislados solo presenta una banda, se observa como el corrido 
a 
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electroforético de algunos aislados presenta un número superior a 5 bandas (carriles P7, P11 y 
P20).  
Aunque muchas especies procarióticas poseen un solo operón ribosomal para la subunidad 16S, 
algunas han adoptado más de un operón comúnmente localizados a nivel cromosómico, como en 
el caso de E. coli y Vibrio fisheri que poseen siete y ocho operones de rADN respectivamente 
(Amikam y Kuhn,  1987), o en algunos casos también a nivel extracromosómico 
(Battermann, 2003). En otros casos se pueden presentar más de un cromosoma como en 
Burkholderia cenocepacea que presenta tres (Martinko et al., 1997). La heterogeneidad entre 
copias del gen que codifica para el ARNr 16S en varias especies puede ocasionar la visualización de 
múltiples bandas en un gel con gradiente denaturante. En estudios de comunidades microbianas 
esto puede conducir a una sobreestimación del número de organismos en una muestra; como 
alternativa Dahllöf et al. (2000) y Case et al. (2007), recomiendan el uso del gen de la subunidad  
de la RNA polimerasa. Aún así, el análisis de DGGE de ADNr 16S, puede ser una herramienta útil al 
hacer seguimiento de cepas en ensayos de degradación o para el diseño de cultivos 
eficientesDíaz-Ramírez et al., 2008). En nuestro caso, dado que OTUS con perfiles muy diferentes 
fueron taxonómicamente idénticos indica que la técnica DGGE puede ser  útil en la identificación 
de cepas de una especie.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Foto de un gel de poliacrilamida luego de un proceso de DGGE. Gel poliacrilamida 6%, 
gradiente formamida-urea (30-60%). Carril M: muestra marcador; carriles P2 a P20: productos PCR 
de aislados.   
 
M    P2   P3   P4   P5   P6   P7  P8    P9  P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 
Fuente: los autores 
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9.7 DETERMINACIÓN DE LA AFILIACIÓN TAXONÓMICA.  
 
En el Gráfico 20 se muestra la distribución porcentual de los phyla representados por los 
aislamientos obtenidos en las cuencas de los ríos La Vieja y Otún. En todos los usos prevalecen 
especies pertenecientes al phyllum Proteobacteria. No se observaron phyla indicadores o 
exclusivos a un tipo de uso. En la cuenca del rio La Vieja el phyllum Bacteroidetes está ausente 
solo en cafetal; pastizal se caracterizó por presentar mayores porcentajes de representantes de los 
phyla Actinobacteria y Firmicutes; en la cuenca del rio Otún cebollar se caracterizó por presentar 
un porcentaje de representantes del phyllum Actinobacteria mayor que bosque y forestal. Dentro 
del phyllum Proteobacteria se presentó un predominio de -Proteobacteria (77,8%), seguido de -
Protebacteria (17,82) y -Proteobacteria (4,3%). Esto resalta la utilización del recuento de 
miembros del phyllum  Actinobacteria como posible indicador de usos diferentes a bosque. 
El predominio de miembros del phyllum Proteobacteria coincide por lo reportado  por Menezes, et 
al. (2005) para un suelo contaminado con diesel y Stach y Burns (2004), para biopelículas en suelo. 
Curiosamente, la distribución de abundancia de phyla presentada en este estudio es muy similar a 
la reportada por Ramos (2004), para diferentes sustratos en el rio Bogotá en una estación 
corriente abajo de descargas de residuos domiciliarios, con un mayor porcentaje de 
Proteobacterias seguido por Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes.   
 
 
 
Gráfico 20. Distribución porcentual de los phyla representados por los aislamientos obtenidos en 
las  cuencas de los ríos La Vieja y Otún. 
9.8 DINÁMICA DE LA COMPOSICIÓN DE GREMIOS EN LOS USOS DE SUELO. 
 
Aunque los análisis de similitud y diversidad de los gremios muestran que no existen a nivel global 
diferencias significativas entre los usos del suelo, y que no existe un efecto de la época climática, al 
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observar en forma individual las especies que componen estos gremios, se muestra claramente 
que existen no solo cambios en esta composición, tanto a nivel del uso del suelo, como de la 
época climática, sino que en casos particulares, ciertos usos del suelo pueden marcar la detección 
o no de algunas especies. Esta dinámica se observa no solo a nivel de la especie detectada, sino 
también a nivel de las variaciones temporales en la abundancia de los aislamientos para una 
especie dada.  
 
9.8.1 Cuenca del rio La Vieja. Al examinar los datos de la Tabla 6, algunas especies solo son 
detectadas en el EM1 (época lluviosa); adicionalmente algunas se presentan en solo un uso del 
suelo. Para Bosque estas fueron: Bacillus aquimarinus, Bartonella sp., Exiguobacterium 
aurantiacum, Kokuria rhizophila, Ralstonia sp., Rhodococcus opacus y Sphingobacterium mizutai. 
Para pastizal Afipia sp., Nocardioides panaciterrae, Nocardioides simplex y Sinorhizobium sp. El uso 
cafetal no presentó especies exclusivas, más aún, Bacillus pumilus, Bacillus sp., y Burholderia 
cenocepacia, son especies que están ausentes solo en cafetal. Staphylococcus saprophyticus está 
ausente solo en bosque. 
Para el EM2 (época seca), solo fueron detectadas en bosque: Micrococcus luteus,  Ochrobactrum 
anthropi, Pseudomonas poae, Serratia marcescens. En el caso de pastizal fueron Acinetobacter 
gyllenbergii, Arthrobacter ureafasciens, Pseudomonas flavescens y Xanthomonas sp. Para cafetal 
fueron Burkholderia sp., Chryseobacterium indologenes y Pseudomonas tolasii. Sphingobacterium 
multivorum, Stenotrophomonas sp., Citrobacter freundii, y Paenibacillus sp., no fueron detectadas 
en cafetal; en este evento es  Pseudomonas citronellis  la especie que está ausente solo en bosque.  
Algunas especies se presentaron en todos los usos del suelo, y denotamos los cambios en el 
número de aislados entre eventos de muestreo; entre estos estuvieron Acinetobacter 
calcoaceticus (disminuye 800% en el EM2), Microbacterium trichothenecenolitycum (disminuye 
300% en EM2), Pseudomonas putida (disminuye 166% en EM2), Pseudomonas sp. (disminuye 
600% en EM2) y Stenotrophomonas maltophilia (aumenta en 320% en EM2), las cuales por su 
ubicuidad, parecen ser especies dominantes, oportunistas, posiblemente por su flexibilidad 
metabólica. Cubillos y Roldán (2009), también reportan a Acinetobacter calcoaceticus y 
Pseudomonas sp., presentes en estos tres usos 
En algunos casos algunas especies están ausentes o presentes en un uso del suelo en ambos 
eventos de muestreo; entre estos estuvieron Achromobacter xylosoxidans, Acinetobacter sp. 
Acinetobacter gylenbergii, Nocardioides panaciterrae, Nocardioides simplex, Pseudomonas fulva, 
P. flavescens, Rhodococcus sp., Sphingobacterium sp. Sinorhizobium sp. y Streptococcus suis 
(exclusivas de pastizal), Chryseobacterium indologenes, P. citronellis, P. tolaasii (exclusivas de 
cafetal), Burkholderia cepacea (ausente en pastizal), Comamonas testosteroni, Staphylococcus sp. 
y Variovorax sp. (ausentes en bosque). 
Como se mencionó antes es muy importante reconocer la identificación de especies que son 
capaces de degradar mezclas complejas de HC como la presente en diesel y reafirmando el hecho 
que los degradadores de HC pueden ser detectados en suelos no contaminados (Schinner et al., 
2003). 
 
Salles et al. (2006) ya habían reportado similitudes en poblaciones microbianas entre pastizal y 
monocultivos (cereales), con una mayor riqueza de especies antagonistas en pastizal permanente,  
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Tabla 6. Taxa presentes por uso de suelo y evento de muestreo en la Cuenca del rio La Vieja. 
Ausencia presencia de especies por uso de suelo 
  Bosque   Pastizal   Cafetal SS
A
 
 
EM1
B
 EM2
B
 
 
EM1 EM2 
 
EM1 EM2 
Achromobacter xylosoxidans - - 
 
- + 
 
- - 
Acinetobacter sp. - - 
 
+ + 
 
- - 
A. calcoaceticus + - 
 
+ + 
 
+ - 
A. gyllenbergii - - 
 
- + 
 
- - 
Afipia sp. - - 
 
+ - 
 
- - 
Arthrobacter ureafasciens - - 
 
- + 
 
- - 
Bacillus sp. + - 
 
+ - 
 
- - 
B. aquimarinus + - 
 
- - 
 
- - 
B. pumilus + - 
 
+ - 
 
- - 
Bartonella sp. + - 
 
- - 
 
- - 
Brevibacterium casei - + 
 
+ - 
 
- - 
Burkholderia sp. - - 
 
- + 
 
- + 
B. cepacia + + 
 
- - 
 
+ + 
B. cenocepacia + - 
 
+ - 
 
- - 
Chryseobacterium indologenes - - 
 
- - 
 
- + 
Citrobacter freundii - + 
 
- + 
 
- - 
Comamonas testosteroni - - 
 
+ + 
 
- + 
Cupriavidus pauculus + - 
 
- - 
 
- - 
Exiguobacterium aurantiacum + - 
 
- - 
 
- - 
Kokuria rhizophila + - 
 
- - 
 
- - 
Microbacterium  trichotecenolyticum + - 
 
+ - 
 
+ + 
Micrococcus luteus - + 
 
- - 
 
- - 
Nocardioides panaciterrae - - 
 
+ - 
 
- - 
Nocardioides simplex - - 
 
+ - 
 
- - 
Ochrobactrum anthropi - + 
 
- - 
 
- - 
Paenibacillus sp. - + 
 
- + 
 
- - 
Pseudomonas sp. + - 
 
+ + 
 
+ - 
P. putida - - 
 
+ + 
 
+ + 
P. fluorescens + + 
 
+ - 
 
- - 
P. citronellis - - 
 
- - 
 
- + 
P. tolaasii - - 
 
- - 
 
- + 
P. fulva - - 
 
+ - 
 
- - 
P. flavescens - - 
 
- + 
 
- - 
P. poae - + 
 
- - 
 
- - 
Ralstonia sp. + - 
 
- - 
 
- - 
Rhodococcus sp. - - 
 
+ - 
 
- - 
R. erythropolis - + 
 
+ + 
 
- - 
R. opacus + - 
 
- - 
 
- - 
Sphingobacterium sp. - - 
 
- + 
 
- - 
S. mizutaii + - 
 
- - 
 
- - 
S. multivorum - + 
 
- - 
 
- - 
Sinorhizobium sp. - - 
 
+ - 
 
- - 
Stenotrophomonas sp. - + 
 
- - 
 
- - 
S.maltophilia + + 
 
+ + 
 
+ + 
Staphylococcus sp. - - 
 
+ - 
 
+ + 
S. saprophyticus - - 
 
+ - 
 
+ - 
Streptococcus suis - - 
 
+ - 
 
- - 
Variovorax sp. - - 
 
+ - 
 
+ - 
Xanthomonas sp. - -   - +   - - 
A: CafetalSS: cafetal sin sombrío.  
B:  
EM1: primer evento de muestreo : 14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo evento de muestreo : 24 Agosto a 1 Septiembre de 2007.   
 
Fuente: los autores 
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representando un reservorio para especies de Burkholderia spp., y hace prevalecer el tipo de uso 
previo antes que la influencia vegetal, de forma semejante a lo reportado en este estudio. Por otro 
lado Garveva et al. (2003) en forma similar, detectan una mayor diversidad de clones de Bacillus 
spp. y taxas relacionados (Paenibacillus spp y Arthrobacter spp.) en pastizal permanente en 
comparación con suelo arable en rotación y Felske et al. (2000) encuentra que Bacillus spp., es la 
especie predominante en sucesión de pastizales que antes eran agroecosistemas.  
 
No obstante la propiedad dinámica inherente a las comunidades bacterianas en el suelo, es 
posible sin embargo encontrar poblaciones persistentes tanto en el tiempo (i.e. durante cambios 
estacionales), como espacialmente. Esto lo demuestra Smit et al. (2001), para especies de los 
géneros Micrococcus, Arthrobacter y Corynebacterium detectadas todo el año para cultivos 
estacionales, mientras que otras poblaciones como Bacillus sp. son más representativas en ciertas 
épocas del año. 
 
Es común también hallar taxa bacterianos cosmopolitas, como miembros de las divisiones y 
Proteobacteria, Holophaga/Acidobacterium, Firmicutes, y Chloroflexi (Janssen, 2006), o especies 
endémicas y especificas de ciertas regiones como Cytophaga, reportado por Furlong et al. (2002), 
para suelos agrícolas y en cortezas de suelo desértico, o especies de los grupos Bacteriodetes, 
Chloroflexi y Gemmatinonadetes, como lo reporta Nagy et al. (2005), para cortezas de 
microorganismos en desiertos.     
 
Algunas especies registradas aquí ya habían sido reportadas en suelos utilizando diesel como 
fuente de carbono; Bacillus cereus, Pseudomonas sp. y B. pumilus,  fueron reportadas  por 
Menezes et al. (2005), en suelos contaminados con diesel; Micrococcus spp. y Bacillus spp. fueron 
aisladas por AlGhazawi et al. (2005) de un suelo con contaminación crónica. Las especies 
Exiguobacterium aurantiacum y Burkholderia cepacea fueron reportadas por Mohanty y Mukherji 
(2008) dada su capacidad de usar diesel como única fuente de carbono. 
 
9.8.2 Cuenca del rio Otún. Al examinar los datos de la Tabla 7, algunas especies solo son 
detectadas en el EM1 (época lluviosa); adicionalmente algunas se presentan en solo un uso del 
suelo. Para bosque son exclusivas Bacillus pumilus, Bacillus aquimarinus, y Variovorax sp. En el 
caso de cebollar son Microbacterium trichothenecenolitycum, Nocardioides simplex, Rhodococcus 
fascians, Staphylococcus saprophyticus y Variovorax soli. En forestal fueron Exiguobacterium 
aurantiacum, y Paenibacillus sp. Burkholderia cenocepacia y Pseudomonas fluorescens no fueron 
detectadas en cebollar, así como Burkholderia cepacia  no fue detectada en forestal y en el caso de  
bosque fue Sinorhizobium sp. Cubillos y Roldán (2009), tampoco detectaron en el EM1 a 
Burkholderia cenocepacia  en cebollar y a Burkholderia cepacia  en forestal, para el año de 
muestreo 2006 en la misma zona.  
Para el EM2 (época seca) se presentó el mismo fenómeno que en el EM1. En bosque se 
presentaron únicamente Citrobacter freundii, Micrococcus luteus, Pseudomonas tolasii, 
Stenotrophomonas nitrireducens y Stenotrophomonas sp.; únicamente en cebollar se presentaron 
Achromobacter xylosoxidans,  Pseudomonas flavescens, y Acinetobacter calcoaceticus, y 
únicamente en forestal Brevibacterium casei, Burkholderia sp. y Dyella japonica. Bacillus 
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thuringiensis y Pseudomonas poae, están ausentes en bosque, así como  Ochrobactrum anthropi 
en  forestal.  
Algunas especies se presentaron en todos los usos del suelo, y denotamos los cambios en el 
número de aislados entre eventos de muestreo; entre estos estuvieron, Comamonas testosteroni 
(aumenta 300% en EM2), Pseudomonas sp. (disminuye 333% en EM2), Pseudomonas putida 
(disminuye 300% en EM2). Stenotrophomonas maltophilia (aumenta 220% en EM2) y Rhodococcus 
erythropolis (aumenta 300% en EM2). Cubillos y Roldán (2009) también reconocen la presencia de 
Stenotrophomonas maltophilia para estos tres usos del suelo en el año de muestreo 2006. 
En algunos casos algunas especies están ausentes en un uso del suelo en ambos eventos de 
muestreo; entre estos estuvieron Acinetobacter calcoaceticus (ausente en bosque), Pseudomonas 
citronelollis (ausente en cebollar), Rhodococcus phenolicus (ausente en forestal). Para Cubillos y 
Roldán (2009), es Acinetobacter calcoaceticus una especie exclusiva del uso bosque.  
Contrario a los que encontró Smit et al. (2001) quien reconoce que Micrococcus spp., Arthrobacter 
spp. y Corynebacterium spp. no son afectados por la época climática y que Bacillus spp. solo está 
presente en un mes del año, en nuestro estudio, fue a la inversa.  
 
Estos resultados son similares a los reportados para bacterias degradadoras de HC en la misma 
zona de muestreo para el año 2006 por Cubillos y Roldán (2008), quienes reportan varias de las 
especies aisladas en el presente documento.  
 
Aunque como ya se mencionó, algunas especies fueron exclusivas de un uso o evento de muestreo 
o de la misma forma, algunas estuvieron ausentes solo en un uso o evento de muestreo, sería 
erróneo afirmar que una especie, género o grupo de especies, aparece o desaparece 
completamente de un uso del suelo, como consecuencia del manejo o por el cambio de la época 
climática; es más apropiado hablar de una ausencia de detección, dado que es posible que 
poblaciones con abundancias muy bajas, aunque estén presentes, dada las limitaciones de las 
técnicas dependientes de cultivo, no sean detectadas.  
 
Basados en nuestros datos y teniendo en cuenta las limitaciones de las técnicas utilizadas, 
podemos, sin embargo, concluir que es posible que algunas especies pueden entonces ser 
utilizadas como indicadores de uso del suelo ya sea por su presencia o por su ausencia en un uso. 
De manera similar, los cambios en la cantidad de aislados pueden utilizarse como un indicativo de 
impactos y disturbios causados por el establecimiento de un tipo de uso. Esta posibilidad sin 
embargo,  solo puede ser verificada al evaluar al menos dos épocas lluviosas y secas. 
Un aspecto importante del presente trabajo es mencionar que algunas de las especies aisladas 
nunca habían sido reportadas como degradadoras de HC. Entre estas se encuentran  Acinetobacter 
gyllenbergii, Afipia sp., Arthrobacter ureafasciens, Arthrobacter nicotinae, Bacillus aquimarinus, 
Bartonella sp., Dyella japonica, Kokuria rhizophila, Microbacterium trichotecenolyticum, 
Nocardioides panaciterrae, Pseudomonas citronellis, P. tolassii, P. fulva, P. poae, Rhodococcus 
fascians, Stenotrophomonas nitrireducens, Streptococcus suis y Variovorax soli. 
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Tabla 7. Taxa presentes por uso de suelo y evento de muestreo en la Cuenca del rio Otún. 
Ausencia presencia de especies por uso del suelo 
  Bosque  
Cebollar 
 
Forestal 
 
EM1
A
 EM2
A
 
 
EM1 EM2 
 
EM1 EM2 
Achromobacter xylosoxidans - - 
 
- + 
 
- - 
Acinetobacter sp. - - 
 
- - 
 
- + 
A. calcoaceticus - - 
 
- + 
 
+ - 
Arthrobacter ureafasciens - - 
 
- + 
 
- - 
Arthrobacter nicotinae - - 
 
- + 
 
- - 
B. thuringiensis - - 
 
- + 
 
- + 
B. aquimarinus + - 
 
- - 
 
- - 
B. pumilus + - 
 
- - 
 
- - 
Brevibacterium casei - - 
 
- - 
 
- + 
Burkholderia sp. - - 
 
- - 
 
- + 
B. cepacia - - 
 
+ - 
 
- - 
B. cenocepacia + - 
 
- - 
 
+ - 
Citrobacter freundii - + 
 
- - 
 
- - 
Comamonas testosteroni + + 
 
- + 
 
- + 
Dyella japonica - - 
 
- - 
 
- + 
Exiguobacterium aurantiacum - - 
 
- - 
 
+ - 
Microbacterium  trichotecenolyticum - - 
 
+ - 
 
- - 
Micrococcus luteus - - 
 
+ - 
 
- + 
Nocardioides simplex - - 
 
+ - 
 
- - 
Ochrobactrum sp. - - 
 
- + 
 
- - 
O. anthropi - + 
 
- - 
 
- - 
Paenibacillus sp. - - 
 
- - 
 
+ - 
Pseudomonas sp. + + 
 
+ + 
 
+ - 
P. putida + - 
 
+ + 
 
- - 
P. fluorescens + - 
 
- - 
 
+ - 
P. citronellis + - 
 
- - 
 
- + 
P. tolasii - + 
 
- - 
 
- - 
P. flavescens - - 
 
- + 
 
- - 
P. poae - + 
 
- + 
 
- - 
Rhodococcus sp. - - 
 
+ - 
 
- - 
R. erythropolis - + 
 
+ + 
 
- + 
R. fascians - - 
 
+ - 
 
- - 
R. phenolicus + - 
 
- + 
 
- - 
Sinorhizobum sp. + - 
 
+ - 
 
+ - 
Stenotrophomonas sp. + + 
 
- - 
 
- - 
S. maltophilia + + 
 
- + 
 
+ + 
S. nitrireducens - + 
 
- - 
 
- - 
S. saprophyticus - - 
 
+ - 
 
- - 
Variovorax sp. - - 
 
+ - 
 
- - 
Variovorax soli - -   + -   - - 
 
A:  
EM1: primer evento de muestreo : 14 a 21 Abril de 2007; EM2: segundo evento de muestreo : 24 Agosto a 1 
Septiembre de 2007.   
 
Fuente: los autores 
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9.9 RELACIÓN DE LA CAPACIDAD DE DEGRADACION CON LA DIVERSIDAD.  
 
En el Gráfica 21 se observa el porcentaje de remoción de THP por cada tratamiento. Exceptuando 
el tratamiento de suelo del pastizal Tesalia, todos los tratamientos permitieron la remoción 
efectiva de TPH. Se observa que en promedio, el porcentaje de remoción en tratamientos con 
suelos procedentes de usos de suelo con intervención humana (45,3 ± 22,1 mgTPH/gps), es mayor 
que el porcentaje de remoción de suelos procedentes de bosques (22,2 ± 19,8 mgTPH/gps). El 
mayor porcentaje de remoción se obtuvo en tratamientos con suelo de plantaciones forestales, 
seguido por suelos de cebollares y cafetales.  
 
 
 
    Grafico 21. Porcentajes promedio de mgTPH/gps removidos en cada tratamiento (n=6).   
 
Un porcentaje de degradación negativa del tratamiento de Tesalia no indica una generación de 
TPH durante el ensayo; esto obedece a la probable extracción de HC presentes en un llamado 
bolsillo de contaminación, los cuales en ocasiones tienden a agregarse en cúmulos dada su alta 
hidrofobicidad; es posible que por sus características de compactación y presencia abundante de 
heces, el suelo de Tesalia (pastizal) mantenga este tipo de bolsillos, que al ser extraídos y 
cuantificados proporcionen sobreestimaciones del estado de concentración de los HC en suelo.  
 
En el Gráfico 22 se observa, que los mayores índices de diversidad se presentaron en suelos 
procedentes de pastizal, cebollar y bosque. Al relacionar la diversidad de los suelos usados en los 
tratamientos con la cantidad de TPH removido, se presentó una correlación inversa  de ;a cantidad 
de TPH removidos y la diversidad (expresada mediante el índice se Shannon) (Grafico 23). En un 
estudio similar, Schinner et al. (2003) encontró una relación entre el número de genotipos de P. 
putida y Acinteobacter spp. y la cantidad de TPH en suelo, pero no encontró esta relación para 
Rhodococcus spp. y Mycobacterium spp., sin embargo, la prevalencia de estas especies no se 
relacionó con actividades biológicas.  
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Gráfico 22. Gráfico agrupado de mgTPH/gps degradado e índice de Shannon para cada tratamiento 
(n=6).   
No se observó relación entre la cantidad de TPH removido y el NMP de bacterias degradadoras 
(Gráfico 25); un número alto de bacterias degradadoras no necesariamente indica un mayor 
potencial degradador, como es el caso de los suelos procedentes de forestales que presentaron 
los recuentos más bajos y a su vez la mayor cantidad de TPH removidos (Gráfico 24).  En forma 
similar, Schinner et al., (2003), no reconocen una relación entre actividad (respiración, 
fluoresceína, hidrólisis de diacetato y actividad de lipasa) y número de bacterias degradadoras 
cultivables, aunque si una relación con el contenido de materia orgánica y parcialmente con el 
nivel de TPH.  
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Gráfico 23. Relación entre la cantidad de mg TPH/gps removidos y la diversidad, expresada con el 
índice de Shannon (n=6).   
Gráfico 24. Gráfico agrupado de mgTPH/gps degradado y Logaritmo del NMP de bacterias 
degradadoras para cada tratamiento (n=6).   
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Fuente: los autores 
y = -12,332x + 32,024 
R² = 0,7068 
 
Fuente: los autores 
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Gráfico 25. Relación entre la cantidad neta de mg TPH/gps degradados y el logaritmo del NMP  de 
bacterias degradadoras en los tratamientos (n=6).   
 
Al tener en cuenta las especies degradadoras presentes en cada tratamiento (Tabla 8), aunque 
algunos de los tratamientos que mostraron alto porcentaje de remoción presentan especies 
exclusivas, existe la duda si éstas son determinantes en los resultados; es el caso de los 
tratamientos Playa Rica, Macarena y Lusitania, las cuales presentan especies exclusivas y a su vez 
presentan alto porcentaje de remoción, lo que señala un posible papel decisivo de estas especies 
en el proceso. Sin embargo los dos tratamientos con los valores de remoción más altos, como son 
Selva Forestal y Bellavista, no presentan especies exclusivas e incluso comparten especies, con 
otros tratamientos de bajo porcentaje de remoción de TPH.   
 
Los cebollares y los cafetales que están expuestos con regularidad a pesticidas y herbicidas que 
poseen compuestos estructural y químicamente relacionados con algunos HC y de hecho muchos 
son derivados de HC, podrían contener poblaciones pre-adaptadas al metabolismo de los 
compuestos presentes en el diesel (Leahy y Colwell, 1990). Este mismo es el caso de plantaciones 
forestales, en las cuales las acículas en la hojarasca presentan HC (polifenoles) y otros compuestos 
química y estructuralmente relacionados (alcohol coniferil); sin embargo a diferencia de cebollares 
y cafetal este impacto es constante, lo que permitiría mantener poblaciones constantemente 
adaptadas al consumo de HC presentes en mezclas como diesel o gasolina, lo cual mejoraría la 
eficiencia de la remoción (Palmroth et al., 2005). Sin embargo Griffiths et al. (2001), reconocen 
que las cinéticas de mineralización de sustrato están poco relacionadas con los antecedentes de 
los suelos (práctica extensiva versus intensiva) aunque si están estimuladas por la polución con 
hidrocarburos. La alta actividad degradadora asociada a suelos de cebollar puede ser influenciada 
por el uso de herbicidas como Round Up el cual puede estimular la actividad microbiana y la 
biomasa microbiana y relacionarse con la mineralizacion de C y N (Haney et al., 2002). 
 
 
 
 
 
 
y = -0,0701x + 5,5914 
R² = 0,1633 
 
Fuente: los autores 
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Tabla 8. Taxa identificados en los suelos utilizados para pruebas de remoción de TPH’s. 
    Tratamiento 
    
Aldea Platanera Tesalia Ramada 
Selva 
forestal 
Playa 
Rica 
Bellavista Macarena 
Selva 
Bosque 
Lusitania 
Acinetobacter calcoaceticus - - - + - - + - - - 
A. gylenbergii 
 
- - - + - - - - - - 
Achromobacter xylosoxidans - - - - - - - + - - 
Arthobacter sp. 
 
- - - + - - - - - - 
A. nicotinae 
 
- - - - - - - + - - 
Burkholderia sp 
 
- - - + - - - - - - 
Burkholderia cepacea,  - + - - - - - - - - 
Citrobacter freundii - - - + - - - - + - 
Chryseobacterium indologenes + - - - - - - - - - 
Comamonas testosteroni - - - + - + - + - - 
Dyella japonica 
 
- - - - - + - - - - 
Micrococcus luteus - - - - - - - - - + 
Paenibacillus sp. 
 
- - + - - - - - - - 
Pseudomonas sp. 
 
- - + - - - - + - - 
Pseudomonas citronellis + + - - + - - - - - 
P. flavescens 
 
- - - + - - - - - - 
P. fluorescens 
 
- - - - - - - - - + 
P. poae 
 
- - - - + - - - + - 
P. putida 
 
- + - + - - + - - + 
P. tolasii 
 
+ - - - - - - - + - 
Ochrobactrum anthropi - - - - - - + - + - 
Rhodococcus erytrhopolis - - - + + - - + + + 
R. phenolicus 
 
- - - - - - - + - - 
Stenotrophomonas maltophilia + + + + + + + - + + 
S. nitrireducens 
 
- - - - - - - - + - 
Staphylococcus sp  - + - - - - - - - - 
Sphingobacterium multivorum - - - + - - - - - - 
 
Igualmente es posible que haya ocurrido aclimatación cruzada en la cual la exposición a un 
compuesto favorece un incremento en las tasas de metabolismo de un compuesto de estructura 
similar (Leahy y Colwell,  1990), ya sea por la existencia de una baja especificidad de las 
poblaciones por los TPH o por la existencia de vías catabólicas comunes. La aclimatación también 
puede entenderse como el aumento en las tasas de metabolismo a medida que aumentan las 
concentraciones de los TPH. Por ello no es extraño que suelos nunca antes expuestos a HC 
aromáticos puedan degradarlos como lo reportó Sánchez et al. (2004), para triclorofenol, incluso 
sin cambios en los gremios. 
 
La tendencia en la obtención de mayores porcentajes de remoción de TPH conforme la diversidad 
y la riqueza disminuyen, puede deberse a que aunque haya mayor número de poblaciones que 
potencialmente puedan degradar los TPH contenidos en el diesel, tal vez no existe una población 
que aproveche en forma óptima estos recursos, compartiendo las mismas rutas metabólicas, lo 
que tiende a  la acumulación de compuestos intermediarios y ausencia de mineralización total; 
otra opción la constituye el no estar pre-adaptadas para el consumo de este tipo de sustratos. 
Fuente: los autores 
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En gremios en los cuales existe dominancia de una población, ésta puede aprovechar de manera 
más eficiente estos recursos, ya sea porque está pre-adaptada o que posee rutas metabólicas más 
flexibles, muchas de las cuales están dadas por genes localizados extracromosomalmente; se ha 
mostrado que las vías para el metabolismo de alcanfor, naftaleno, xileno, octano, salicilato y 
tolueno, están codificadas por plásmidos en Pseudomonas spp. (Leahy y Colwell, 1990); una menor 
diversidad puede ser signo de una mayor competencia, llevando al dominio de una o unas pocas 
poblaciones con cinéticas de crecimiento y tasas de consumo de sustrato mayores.  
 
Sin embargo realizar una predicción sobre los resultados de un proceso de bioremediación 
basados en la diversidad de organismos degradadores, aun dista mucho de ser posible, ya que 
como afirma Reardon et al. (2002), las interacciones entre especies son dependientes del sustrato 
y no pueden ser predichos por modelos de competición simple.  
 
No se debe olvidar tampoco, que para este estudio se tuvo en cuenta la diversidad inicial pero no 
se evaluaron los cambios en la misma durante el proceso y desconocemos si han ocurrido cambios 
que conduzcan a sucesiones en las cuales diferentes consorcios puedan tener preferencia por 
sustratos diferentes  (Richard y Vogel, 1999); estos cambios en diversidad y composición de los 
gremios son frecuentes aunque reversibles, seleccionando poblaciones que pueden degradar 
varios tipos de compuestos como PAH, naftaleno y tolueno (Milcic-Terzica et al., 2001). Röling et 
al. (2002), reportan una reducción de la diversidad durante la bioremediación con una rápida 
recuperación al estado previo a contaminación aunque con diferencias cualitativas. Vásquez et al. 
(2008), identificó cambios en el gremio de degradadores por T-RFLP durante bioremediación, 
siendo la adición de nutrientes el principal factor. 
 
Se debe tener en cuenta el posible papel de organismos no cultivables, como lo sugiere Zucchi et 
al. (2003), tras no observar cambios en la población de bacterias cultivables en la fase de 
activación de la degradación. 
 
Otros factores que pudieron incidir en éstos resultados incluye, la posible presencia de sustancias 
inhibitorias, una baja movilidad de los microorganismos en el suelo o una baja biodisponibilidad 
del compuesto blanco, factores que dependen de características de cada suelo. Desconocemos 
también si se hubieran logrado mayores porcentajes de remoción a mayor duración del ensayo; 
DelPanno et al. (2005), reporta por ejemplo que este tipo de  proceso puede extenderse hasta por 
un año; igualmente se debe tener en cuenta el nivel de depredación por poblaciones de 
protozoos, para los cuales, Griffiths et al. (2001) reportan una mayor biomasa en suelos con 
manejo orgánico versus suelo con manejo intensivo. 
 
No es extraño que suelos con diversidad reducida sean capaces de llevar a cabo la remoción de 
una gran cantidad de HC; Wertz et al. (2006), encontró que incluso la remoción experimental de 
hasta el 99% de la diversidad, no imposibilitaba la función asociada. Claro está que una gran 
diversidad hace que la estabilidad funcional en ecosistemas sea insensible a erosión de diversidad, 
sobre todo cuando existe redundancia en las funciones de degradación y que esta pérdida no 
constituya una disminución significativa de funcionalidad (Sall et al., 2006). 
 
A pesar que no hubo una mineralización completa en ningún tratamiento, un porcentaje de 
remoción de 70% se considera bastante alto, teniendo en cuenta que no se mantuvo aireación 
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constante, aunque Gerksic et al. (2006), no encontraron diferencias en las tasas de degradación 
con respecto al venteo continuo. Por su parte Zucchi et al., (2003), logró en columnas empacadas, 
en 72 días con aireación constante, una remoción total de 39,5%; un porcentaje similar fue 
obtenido por Margesin y Schinner (2007) después de 780 d. Liste y Felgentreu (2006), lograron 
hasta 68,7% de remoción de TPH y 59% de remoción de PAH en suelos sin vegetación. Díaz-
Ramírez et al. (2008), reportaron una degradación de 40,5% en TPH totales  usando mezclas 
diseñadas de cepas por DGGE. Remociones entre 70 y 90%, son logradas frecuentemente 
utilizando pre-inóculos adaptadas a degradación de diesel  y en biorreactores (Wongsa et al. 2004; 
Gallego et al., 2001). 
  
Pudiera parecer que la adición de nutrientes actúe como un inhibidor del proceso de degradación, 
sin embargo constituye un requisito para el proceso de degradación de HC, como reconocen 
Röling et al. (2002) y Shabir et al. (2008), para degradación de diesel y querosene 
respectivamente. La inclusión de fertilizantes solubles inorgánicos como sales de nitrato (Margesin 
2007) y amonio, mejora el proceso de remoción de contaminantes, incrementando las tasas  de 
consumo de HC (Taylo y Vivaraghavan, 1999).   
 
Podríamos concluir entonces, que la capacidad degradadora dependería de la diversidad pero no 
de la densidad de organismos degradadores; queda entonces por comprobar si la densidad de 
estos organismos pre-adaptados tiene algún papel en el grado de remoción de HC en suelo. 
 
En los suelos muestreados existen poblaciones bacterianas autóctonas, que pueden utilizar el 
diesel como fuente de carbono y energía, constituyendo un reservorio de organismos con 
potenciales aplicaciones en bioaumentación in situ o ex situ, para procesos de bioremediación. Sin 
embargo el uso efectivo de las cepas aisladas exige evaluar aspectos adicionales como estabilidad 
genética, variabilidad durante el almacenaje, crecimiento rápido luego de almacenaje, alta 
capacidad enzimática y crecimiento en el ambiente e incapacidad de producir metabolitos tóxicos. 
 
Los organismos degradadores de hidrocarburos, pueden ser esenciales en procesos de resistencia 
y resiliencia ante disturbios generados por uso de pesticidas y herbicidas. Un mejor entendimiento 
de la ecología del suelo conducirá a manejos más precisos de estos organismos para propósitos 
benéficos en agricultura y biotecnología. 
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CONCLUSIONES  
 
 
El uso intensivo de suelos, como el realizado en usos de pastizal y cebollar puede evidenciarse en 
mayores densidades de bacterias degradadoras de hidrocarburos, aunque sin diferencias 
significativas con suelo no intervenido de bosque. 
La época climática no constituye un factor influyente en los cambios de densidad de bacterias 
degradadoras de hidrocarburos.    
La discriminación de sistemas biológicos según su uso del suelo, puede realizarse efectivamente 
utilizando variables fisicoquímicas y ambientales, siendo las variables que mantienen o modifican  
la estructura del suelo los principales factores de clasificación.    
El uso intensivo de suelos, como el realizado en usos de pastizal y cebollar no implica una pérdida 
de riqueza y diversidad de especies de bacterias degradadoras de hidrocarburos con respecto a 
suelo no intervenido de bosque. 
La diversidad de bacterias degradadora de HC puede estar influenciada por época climática para 
algunos de los usos de suelo incluidos en el estudio.  
El cambio de uso del suelo conlleva variaciones en la composición de los gremios de bacterias 
degradadoras de HC que pueden ser indicativos de cada uso.  
Los cambios en la estructura de los gremios de bacterias degradadoras de hidrocarburos no están 
determinados por factores ambientales ni por las propiedades fisicoquímicas del suelo, pero 
pueden estar relacionadas por la historia de uso del suelo. 
La época climática puede constituir un factor influyente de los cambios  en la composición del 
gremio de  bacterias degradadoras de HC, determinando la ausencia o presencia de especies.  
La capacidad degradadora de hidrocarburos está relacionada con la diversidad pero no con la 
densidad de organismos degradadores de hidrocarburos y puede estar relacionada con la historia 
de uso del suelo y la vegetación. 
En los suelos muestreados existen poblaciones autóctonas de bacterias degradadoras de HC 
capaces de remover en forma efectiva TPH a escala de microcosmos.   
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RECOMENDACIONES 
 
Realizar un número de muestreos mayor que permita verificar que los cambios observados por 
uso de suelo y época climática son característicos y no fortuitos.   
Evaluar otras metodologías de muestreo que permitan reducir la variabilidad en las 
determinaciones tanto de densidad de bacterias, como en variables ambientales y fisicoquímicas. 
Reducir las variables ambientales y fisicoquímicas que son determinadas tanto in situ como ex situ 
cuyo papel en la dinámica de los gremios degradadores de hidrocarburos, por no ser directo, es 
impredecible y ambiguo, e incluir la determinación de variables como nitratos, fosfatos y carbono 
disponibles que pueden tener un mayor efecto directo. 
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ANEXO A 
 
Ecuación para determinar porcentaje de humedad en una muestra de suelo 
% 𝒉𝒖𝒎𝒆𝒅𝒂𝒅 =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑢𝑒𝑙𝑜 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑜−𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑢𝑒𝑙𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑢𝑒𝑙𝑜 ℎ𝑢𝑚𝑒𝑑𝑜
𝑥 100         Ecuación 1 
 
Índice de riqueza de Shannon-Wiener 
        Ecuación 2 
 
Donde pi, es la  proporción de clones del i-esimo OTU (estimado usando ni/N), ni es el número de 
clones en un OTU, N es el número total de clones de la muestra. 
 
Índice de equitabilidad de Shannon 
 
                    Ecuación 3  
 
Donde S es el número de OTUs en la muestra y H’ el índice de riqueza de Shannon.   
 
Cociente de similitud de Søerensen-Dice 
 
                     SQ = 
2𝐽
𝐴+𝐵
           Ecuación 4 
 
Donde A: es número de especies en sitio X, B: número de especie en sitio Y y J: número de 
especies común  a ambos sitios. 
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Ecuación para determinar la pérdida de peso por ignición para estimación de carbono orgánico 
total.   
              %𝑃𝑃𝐼 =
peso  g  105°C  −peso  g  550°C  
peso  (g)(105°C)
x 100                                 Ecuación 5 
 
Ecuación para determinar el rango promedio de tamaño de agregados en suelo.   



n
li
XiWiPDM                      Ecuación 6 
Donde: 
Xi  es el diámetro medio de cualquier rango particular de tamaño de agregados separados por el 
tamizaje, y Wi  es el peso de los agregados como fracción del total de peso seco de la muestra 
analizada, en el rango de tamaño tamizado. La sumatoria cuenta para todos los rangos de tamaño, 
incluyendo el grupo de agregados más pequeños que las aberturas del tamiz de poro más fino. 
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ANEXO B 
 
Caldo Bushnell & Hass (Bushnell y Hass,  1941) para 1 L :  
KH2PO4  (J.T. Baker)  1      g 
NH4NO3 (Carlo Erba)  1      g 
CaCl2·2H2O (Carlo Erba)  0,02 g 
FeCl3 (Merck)   0,05 g 
K2HPO4  (J.T. Baker)  1       g 
MgSO4 (Carlo Erba)  0,2    g 
 
Medio sólido Bushnell-Hass (Bushnell y Hass,  1941) para 1 L: 
KH2PO4   1 g 
NH4NO3   1 g   
CaCl2· 2H2O   0,02 g 
FeCl3    0,05 g 
K2HPO4   1 g 
MgSO4    0,2 g 
Agar Bacteriológico   15 g 
 
Calentar en plancha con agitación magnética hasta la disolución completa del agar. Esterilizar en 
autoclave a 121°C por 15 minutos. 
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ANEXO C 
Porcentaje de acrilamida:bisacrilamida 37.5:1 al 40% requerido de acuerdo al rango de longitud 
del fragmento de DNA amplificado. 
 
Porcentaje del gel(%)  Rango de longitudes 
6 300-1000 
8 200-400 
10 100-300 
 
Solución acrilamida:bisacrilamida al 40%(p/v) 37.5:1. 
Recuerde que el pesaje y preparado de esta solución debe realizarse en la cámara de extracción de 
vapores, utilizando guantes de nitrilo, mascarilla y gafas de protección. 
 
Reactivo Cantidad 
Acrilamida 19,465g 
Bisacrilamida 0,535g 
 
Adicionar en un volumen de agua desionizada menor a 50ml, agitar constantemente hasta 
disolución completa, aforar a 50ml y filtrar por membrana de 0,45m. Almacenar en frasco ámbar 
a 4ºC. 
 
Solución 0% denaturante 
Reactivo Cantidad 
Acrilamida:bisacrilamida 37.5:1 al 40% 4,5ml 
Buffer TAE 50X 0,6ml 
Glicerol* 0,6ml 
*el glicerol solo se añade si la tinción posterior del gel se realiza con nitrato de plata. 
Disuelva en agua desionizada completamente y afore a 30ml, filtre por membrana 0,45um y 
almacene en frasco ámbar a 4ºC. 
 
 
98 
 
Solución 100% denaturante 
Reactivo Cantidad 
Acrilamida:bisacrilamida 37.5:1 al 40% 4,5ml 
Buffer TAE 50X 0,6ml 
Formamida* 12,0ml 
Glicerol** 0,6ml 
*La formamida es un reactivo toxico, sea precavido al dispensar en la solución. 
**Solo se añade cuando se realiza tinción con nitrato de plata. 
 
Mezclar todo los componentes, excepto la acrilamida:bisacrilamida, con el fin de disminuir al 
máximo la manipulación y reducir el riesgo de derrames en el momento del filtrado. Filtre la 
solución por membrana de 0,45um y adicionar la  acrilamida:bisacrilamida, almacenar en frasco 
ámbar a 4ºC. 
Preparación de soluciones denaturantes de acrilamida:bisacrilamida, alta (60%), baja (30%) y 
tapón (plug) para un gel en sándwich de 16 x 16 x 0,75 cm 
 Solución 
Reactivo 60% 30% 0% 
Solucion 0% denaturante 3,9 mL 5,2 mL 3 mL 
Solucion 100% denaturante 9,1 mL 7,8 mL - 
TEMED 13 L 13L 5L 
Persulfato amonio 10% 40 L 40L 40 L 
 
Recuerde adicionar el persulfato de amonio en el momento en que se va a servir preparar el gel y 
recuerde actuar con rapidez para evitar que el sistema de llenado se obstruya. 
 
Búfer TAE 50X 
Reactivo  Cantidad Concentración 
final 
Base Tris 242g 2M 
Acido acético glacial 57,1ml 1M 
EDTA 0,5M(pH 8.0) 100ml 50mM 
 
Mezclar todo en agua deionizada y agitar hasta disolver completamente la base Tris, aforar a 
1000ml con agua desionizada y filtrar por membrana de 0,45um. Esterilizar a 121ºC y 15psi por 15 
minutos. Almacenar en lugar no refrigerado. 
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ANEXO D 
 
Ecuación para la estandarización de datos. 
Valor estandarizado =  
𝒅𝒂𝒕𝒐 𝒐𝒓𝒊𝒈𝒊𝒏𝒂𝒍 −  𝒙 
𝝈
 
 
Donde 𝒙  es la media  y 𝝈 la desviación estándar. 
Prueba de comparaciones múltiples para ANAVA de Kruskall Wallis (Siegel y Castellan, 2005). 
|Ti – Tj| 
 
                                      z/k(k-1) 
𝑁(𝑁+1)
12
(
1
𝑛𝑖
+
1
𝑛𝑗
)                      Ecuación 8 
 
Donde  k corresponde al numero de grupos o tratamientos,  |Ti – Tj| corresponde a la diferencia 
absoluta entre  los valores promedio de los tratamientos i y j, N corresponde al numero total de ij 
tratamientos; ni y nj  corresponden al numero de mediciones para los tratamientos i y j. Dos 
tratamientos se consideran significativamente diferentes si el valor de  |Ti – Tj| es igual o mayor al 
valor calculado pro la ecuación 8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ecuación 7 
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ANEXO E 
 
Matrices de correlación de variables biológicas, ambientales y  
fisicoquímicas para las cuencas de los ríos La Vieja y Otún.
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Matriz de correlaciones de variables biológicas, ambientales y fisicoquímicas para cuenca del rio La Vieja EM1. 
 
Log NMPA pH % humedad T°C Suelo
% materia 
orgánica
Máxima Mínima
% cobertura 
vegetal C
Prof. 
hojarasca 
(cm)  B C
% arcilla % limo % arena  1,18mm  600um  300um  54um  < 54um
Log NMP A _ -,294 ,273 -,139 ,273 -,210 -,211 -,313 -,240 ,042 -,108 ,139 -,157 ,245 -,016 ,241 -,094
pH -,294 _ -,373 ,328 -,198 ,061 ,223 ,256 ,365 ,197 .448* -.416* ,223 -,354 -,280 -,052 ,088
% humedad ,273 -,373 _ -.723** .725** -.486* -.491** -.517** -,401 -.609** -.512** .629** -.506** .497** .522** ,339 ,108
T°C Suelo .551** .458* -.554** _ -.561** ,159 ,104 -.746** ,357 .592** ,204 -,314 ,332 -.469* -,335 -,201 .450*
% materia 
orgánica
,273 -,198 .725** -.570** _ -,300 -,161 -,247 -,067 -.639** -,251 .456* -.441* .444* .479* ,270 ,080
temp. ambiental 
máxima
-,210 ,061 -.486* .538** -,300 _ .806** -,080 -,350 -,050 .401* -,186 -,232 ,096 -,002 ,319 .488**
temp. ambiental 
mínima
-,211 ,223 -.491** .538** -,161 .806** _ -,161 -,108 ,027 .617** -,369 -,319 ,121 ,149 ,371 .528**
% cobertura 
vegetal  C
-,282 ,030 -.462* ,323 -,193 ,082 -,028 _ ,417 ,104 ,080 -,226 .531** -.614** -.413* -.476* -.512**
Prof. hojarasca 
(cm) B C
.573* -.644** -,239 ,059 -,161 ,381 .485* ,255 _ -,198 -,011 -,076 -,015 ,128 -,159 -,018 -,083
% arcil la ,295 .444* -.582** .592** -.581** ,114 ,150 -.700** -,216 _ .461* -.676** .611** -.709** -.628** -.409* .435*
% limo -,108 .448* -.512** ,331 -,251 .401* .617** -,008 ,060 .400* _ -.821** -,046 -,145 -,058 ,125 .478*
% arena ,139 -.416* .629** -,268 .456* -,186 -,369 -,180 -.508* -.609** -.821** _ -,364 .520** .437* ,232 -,180
% agregado 
1,18mm
-,157 ,223 -.506** ,147 -.441* -,232 -,319 .683** ,418 .473* -,046 -,364 _ -.884** -.796** -.831** -.617**
% agregado 
600um
,245 -,354 .497** -,080 .444* ,096 ,121 -.649** -.497* -.421* -,145 .520** -.884** _ .789** .599** ,312
% agregado 
300um
-,016 -,280 .522** -,104 .479* -,002 ,149 -.466* -,366 -.496** -,058 .437* -.796** .789** _ .424* ,270
% agregado 
54um
,241 -,052 ,339 -,112 ,270 ,319 ,371 -.612** -,426 -,260 ,125 ,232 -.831** .599** .424* _ .615**
% agregado 
<54um
-,094 ,088 ,108 -,079 ,080 .488** .528** -.404* -,255 -,170 .478* -,180 -.617** ,312 ,270 .615** _
Temperatura ambiental % Agregados
Coeficiente de correlación
*    La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
** La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
A Logaritmo base diez del número más probable 
B Solo para coberturas Bosque y Cafetal. 
C Se presenta el coeficiente de correlación de Spearman. 
 
102 
 
Matriz de correlaciones de variables biológicas, ambientales y fisicoquímicas para cuenca del rio La Vieja EM2.
Log NMPA pHC % humedad T°C Suelo
% materia 
orgánica
Máxima Mínima
% 
cobertura 
vegetal C
Prof. hojarasca 
(cm)  B C
% arcilla % limo % arena  1,18mm  600um  300um  54um  < 54um
Log NMP A _ -,114 -,291 ,274 -,152 ,313 ,299 ,040 ,415 ,034 -,105 ,050 -,020 ,087 ,035 ,055 -,197
pH 
C -,161 _ ,053 ,173 -,210 .396
*
.463
* -,234 -.644
** ,262 -,241 ,153 ,061 ,265 ,106 -,131 -,209
% humedad -,291 ,173 _ -.420* .457* -.395* -,284 -.411* -,130 -.625** -,378 .434* -,375 ,350 .453* ,195 ,030
T°C Suelo ,274 -,076 -.420* _ -,298 .382* .559** -,153 ,001 ,103 ,157 -,213 ,005 -,031 -,065 -,013 ,145
% materia 
orgánica
-,152 -,194 .457
* -,298 _ -,369 -,349 ,015 -,177 -.597
** -,153 ,352 -,219 ,132 .476
* -,067 ,235
temp. ambiental 
máxima
,313 ,220 -.395* .382* -,369 _ .859** ,259 ,423 ,185 -,061 -,037 ,138 -,019 -,077 -,126 -,296
temp. ambiental 
mínima
,299 ,343 -,284 .559** -,349 .859** _ -,018 .470* ,106 -,121 -,007 ,074 ,066 -,052 -,128 -,215
% cobertura 
vegetal C
-,020 -,234 -,236 -,177 ,346 ,295 ,011 _ ,255 ,029 -,138 -,030 .441* -.568** -,354 -.423* -.453*
Prof. hojarasca 
(cm) B C
,415 -.598
** -,130 ,001 -,177 ,423 .470
* ,295 _ -,206 -,105 -,196 ,143 -,186 -,288 -,134 -,050
% arcilla ,034 ,103 -.625** ,103 -.597** ,185 ,106 ,283 -,206 _ .400* -.609** .473* -.421* -.496** -,260 -,170
% limo -,105 -,218 -,378 ,157 -,153 -,061 -,121 -,137 -,105 .400* _ -.821** -,046 -,145 -,058 ,125 .478*
% arena ,050 ,181 .434* -,213 ,352 -,037 -,007 -,125 -,196 -.609** -.821** _ -,364 .520** .437* ,232 -,180
% agregado 
1,18mm
-,020 ,018 -,375 ,005 -,219 ,138 ,074 .700
** ,143 .473
* -,046 -,364 _ -.884
**
-.796
**
-.831
**
-.617
**
% agregado 
600um
,087 ,109 ,350 -,031 ,132 -,019 ,066 -.685** -,186 -.421* -,145 .520** -.884** _ .789** .599** ,312
% agregado 
300um
,035 ,093 .453
* -,065 .476
* -,077 -,052 -.549
** -,288 -.496
** -,058 .437
*
-.796
**
.789
** _ .424
* ,270
% agregado 
54um
,055 -,041 ,195 -,013 -,067 -,126 -,128 -.553
** -,134 -,260 ,125 ,232 -.831
**
.599
**
.424
* _ .615
**
% agregado 
<54um
-,197 -,231 ,030 ,145 ,235 -,296 -,215 -.437
* -,050 -,170 .478
* -,180 -.617
** ,312 ,270 .615
** _
Temperatura ambiental % Agregados
Coeficientes de correlación
 *    La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
** La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
A. Logaritmo base diez del número más probable 
B. Solo para coberturas Bosque y Cafetal. 
C. Se presenta el coeficiente de correlación de Spearman. 
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Matriz de correlaciones de variables biológicas, ambientales y fisicoquímicas para cuenca del rio Otún EM1.
Log NMP 
A
pH 
C % humedad T°C Suelo 
C % materia 
orgánica
Máxima 
C Mínima
% cobertura 
vegetal C
Prof. hojarasca 
(cm)  B C
% arcilla 
C % limo % arena  1,18mm  600um  300um  54um  < 54um
Log NMP 
A _ ,184 -.394
*
.518
** ,036 -,130 -.389
*
-.576
** ,242 ,239 -,242 ,130 -,077 -,072 -,003 ,100 .438
*
pH 
C ,266 _ -.513
**
.458
* -,368 ,180 ,100 -,311 -,239 .444
*
.457
*
-.490
** ,380 -.589
** -,295 -,355 .430
*
% humedad -.394
*
-.646
** _ -.575
**
.416
* ,070 ,203 .712
** ,401 -.576
** -,304 .421
*
-.391
*
.583
**
.418
* ,231 -.456
*
T°C Suelo C .551** .458* -.554** _ -.561** ,159 ,104 -.746** ,357 .592** ,204 -,314 ,332 -.469* -,335 -,201 .450*
% materia orgánica ,036 -.491** .416* -.521** _ -.527** -.409* .460* ,474 -.620** -.422* .532** -.599** .679** .586** .389* -,247
temp. ambiental 
máxima C
-,137 ,180 ,174 ,159 -.442
* _ .841
** -,318 -,008 ,114 ,187 -,200 ,297 -,223 -,193 -,283 -,039
temp. ambiental 
mínima
-.389* ,000 ,203 -,018 -.409* .804** _ ,171 ,001 ,006 ,106 -,090 ,283 -,202 -,113 -,316 -,162
% cobertura 
vegetal C
-.581
** -,311 .542
**
-.746
**
.522
** -,318 -,279 _ -,281 -.700
** -,140 ,308 -,369 .515
** ,369 ,256 -.479
*
Prof. hojarasca 
(cm) 
B C ,263 -,239 ,456 ,357 ,304 -,008 ,171 -,281 _ -,216 -,431 ,419 -,277 ,490 ,400 ,116 -,395
% arcilla 
C ,239 .398
*
-.576
**
.606
**
-.620
** ,177 ,006 -.810
** -,311 _ .467
*
-.681
**
.537
**
-.675
**
-.576
** -,368 .434
*
% limo -,242 .473* -,304 ,182 -.422* ,197 ,106 -,293 -,470 .467* _ -.966** .445* -.469* -,302 -.418* -,045
% arena ,130 -.508** .421* -,329 .532** -,215 -,090 .481* ,491 -.681** -.966** _ -.526** .587** .420* .454* -,090
% agregado 
1,18mm
-,077 .394* -.391* ,326 -.599** ,312 ,283 -,370 -,407 .537** .445* -.526** _ -.947** -.801** -.875** -,203
% agregado 600um -,072 -.545** .583** -.459* .679** -,312 -,202 .560** .528* -.675** -.469* .587** -.947** _ .836** .752** -,084
% agregado 300um -,003 -,331 .418* -,321 .586** -,183 -,113 ,344 ,381 -.576** -,302 .420* -.801** .836** _ .428* -,105
% agregado 54um ,100 -,296 ,231 -,225 .389
* -,306 -,316 ,279 ,242 -,368 -.418
*
.454
*
-.875
**
.752
**
.428
* _ .404
*
% agregado < 
54um
.438
* ,312 -.456
* ,311 -,247 ,006 -,162 -.502
** -,229 .434
* -,045 -,090 -,203 -,084 -,105 .404
* _
% AgregadosTemperatura ambiental
Coeficiente de correlación
 *    La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
** La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
A. Logaritmo base diez del número más probable 
B. Solo para coberturas Bosque y Forestal. 
C. Se presenta el coeficiente de correlación de Spearman. 
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Matriz de correlaciones de variables biológicas, ambientales y fisicoquímicas para cuenca del rio Otún EM2. 
Log NMP 
A
pH 
C % humedad T°C Suelo 
C % materia 
orgánica
Máxima 
C Mínima
% 
cobertura 
vegetal 
C
Prof. 
hojarasca 
(cm)  
B C
% arcilla 
C % limo % arena  1,18mm  600um  300um  54um  < 54um
Log NMP A _ -,249 -,236 ,258 -,216 -,032 ,028 -,162 -,272 ,152 -,087 ,027 ,022 -,006 -,180 ,123 -,009
pH 
C -,249 _ .649
** -,349 ,185 -.469
*
-.483
*
.664
** ,337 -.424
* -,266 ,345 -,339 .419
* ,259 ,261 -,011
% humedad
C -,251 .667
** _ -,320 ,186 -.590
**
-.672
**
.897
** ,151 -.486
* -,082 ,208 -,107 ,374 ,178 ,005 -.610
**
T°C Suelo ,258 -,349 -,324 _ -.497** ,170 ,276 -,310 ,246 ,110 ,129 -,140 -,348 ,278 ,280 ,270 ,120
% materia 
orgánica
-,216 ,185 ,191 -.497
** _ -,086 -,239 ,246 ,316 -,298 -,250 ,295 ,009 ,045 ,002 -,023 -,141
temp. ambiental 
máxima 
-,032 -.469* -.649** ,170 -,086 _ .913** -.818** -,082 .727** .484* -.615** ,313 -.486* -,359 -,185 .475*
temp. ambiental 
mínima  C
,035 -,375 -.672
** ,264 -,174 .839
** _ -.644
** ,280 .641
** ,349 -.453
* ,193 -.404
* -,192 -,133 .555
**
% cobertura 
vegetal 
C -,176 .674
** .897** -,082 ,243 -.595** -.644** _ .508* -.647** -,166 ,327 -,339 .560** ,357 ,194 -.570**
Prof. hojarasca 
(cm) B C
-,272 ,337 ,223 ,246 ,316 -,082 ,125 ,403 _ -,328 -,190 ,237 -,286 ,406 .539
* -,071 -,176
% arcilla 
C ,140 -.432
*
-.486
* ,021 -,332 .714
**
.641
**
-.647
** -,352 _ .461
*
-.676
**
.611
**
-.709
**
-.628
**
-.409
*
.435
*
% limo -,087 -,266 -,112 ,129 -,250 .484
*
.414
* -,292 -,190 .467
* _ -.966
**
.445
*
-.469
* -,302 -.418
* -,045
% arena ,027 ,345 ,256 -,140 ,295 -.615
**
-.561
**
.479
* ,237 -.681
**
-.966
** _ -.526
**
.587
**
.420
*
.454
* -,090
% agregado 
1,18mm
,022 -,339 -,120 -,348 ,009 ,313 ,249 -,352 -,286 .537
**
.445
*
-.526
** _ -.947
**
-.801
**
-.875
** -,203
% agregado 
600um
-,006 .419* ,358 ,278 ,045 -.486* -.438* .547** ,406 -.675** -.469* .587** -.947** _ .836** .752** -,084
% agregado 
300um
-,180 ,259 ,198 ,280 ,002 -,359 -,273 ,337 .539* -.576** -,302 .420* -.801** .836** _ .428* -,105
% agregado 
54um
,123 ,261 -,004 ,270 -,023 -,185 -,168 ,258 -,071 -,368 -.418* .454* -.875** .752** .428* _ .404*
% agregado < 
54um
-,009 -,011 -.572
** ,120 -,141 .475
*
.520
**
-.509
** -,176 .434
* -,045 -,090 -,203 -,084 -,105 .404
* _
Temperatura ambiental % Agregados
Coeficientes de correlación 
 *    La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
** La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
A. Logaritmo base diez del número más probable 
B. Solo para coberturas Bosque y Forestal. 
C. Se presenta el coeficiente de correlación de Spearman. 
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ANEXO F 
 
COBERTURA FINCA MANEJO M.O. RIEGO NOTAS
Nombre Tiempo Extensión Nombre Método Frecuencia Nombre Composición Frecuencia Fecha aplic. Frecuencia Fecha utiliz.
Variedad 
Colombia
Si aplican 
plaguicidas. Machete
Surcos No
Variedad 
Colombia 17 años* 6 cuadras
Químico
Randa 
Estelar.
Machete 1 año Abocol
20:30:10 (mg) 
- N:P:K
Enero de 2007
Thiodan 
(Endosulfan)
 Insectos 
chupadores y 
masticadores
Contra la 
broca.
Se aplica 
entre 1 y 2 l  
/ha
Buenos Aires No
Café F-6 
(Colombia) 55 cuadras Broca tiodan
Manual
(Fumigación) 1 año c/u
alternado
1. Da Kelate
2 Fertil izante
3 Fertil izante
4 Dap
1. 1/2 kilo 
boro-azucar.
2. 13:3:43
3. 18-46
4. Urea+HK-
SO4 (Oxido 
Magnesio)
Tesalia BajaRotación con café
Pollinaza+gal
linaza
Ecofertil Pastizal 31:8:8:2 (mg) - N:P:K:Mg
La ramada
Estiercol+cis
co 
madera+cal.
Seco+1 mes 
compostaje+
cal+urea.
Leucaena (sin 
químico) Estrella 15 años 80 *
Herbicida 
(Hormiga 
aviera)
Compost Antes:
1.Caña
2.Yucales, 
plátano y 
café.
Villa Ximena Rotación Café - Estrella 17ha Fertipasto 35:8:33 (mg) - N:P:Kc/30d 07-abr
No se 
adiciona,
solo en 
verano 
(manguera y 
aspersiones)
4 cuadras y 
media Maleza
Manual
Químico 
(Roundup, 
carmes)
Todo el 
tiempo 
(dependiendo 
de
lluvias)
Chiza, 
chinches,
lombriz, 
babosa y 
acaros
Químico 
(Lorban, 
clorpinto, 
(Ca+ III) Cada 15 días
Rafus, 
Nutrifit,
Urea, biosol,
KCl
Al incio del 
ciclo
una vez en 
elcorte SI (asadon)
Cada vez que
acaba el 
ciclo
Biológico
En verano
Cebolla 20-25 años 2ha Nutrifit 16:30:10 - N:P:K1 /ciclo
pH: 5.9
M.O: 8%
Gallinaza.
Con poco 
frecuencia
cáscara de 
café
No
Cebolla Jinca*35 años 3 cuadras Maleza Manual (asadon)
Lombriz, 
mojojoy, 
hongo
Chinche: 
Lordsban Cada corte
Fertipapa
Triple 15 Al corte SI (asadon)
Cada corte
(2 1/2 meses)
CEBOLLAR
El descanso
Macarena
Bella vista
El manzano
Surcos.
Surcos.
Rotación 
cultivos 
poco 
frecuente.
FERTILIZACION LABRANZA
CSS
PASTIZAL
La Aldea Surcos No
Compostaje.
Gallinaza
Gallinaza + 
cisco
PLAGASCULTIVO
Fuente: Cubillos, A  y Roldán F., 2008 
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ANEXO G 
Matriz de riqueza y abundancia de especies para las cuencas de las fincas de las cuencas de los ríos La Vieja y Otún en el EM1 
  
Uso suelo Finca
Acinetobacter 
sp.
A.calcoaceticu
s
Afipia 
sp.
Bacillus 
sp.
Bacillus 
aquimarinus
Bacillus 
pumilus
Bartonella 
sp.
Brevibacteriu
m casei
Burkholderia 
cepacia
Burkholderia 
cenocepacia
Comamamona
s testosteroni
Cupriavidus 
pauculus
Exigu 
auranti
Kocuria 
rizophila
Microbacterium  
trichotecenolyticum
Micrococcus 
Luteus
N. 
simplex
Paenibacillus 
sp.
Ilusion 0 0 0 0 0 0 5,301 0 5,875 0 0 0 0 6,06 0 0 0 0
Veraguas 0 0 0 0 6,4457 5 0 0 0 5,07 0 0 4,699 0 0 0 0 0
Lusitania 0 6,099 0 6,5314 0 0 5,301 0 0 8,1925 0 4,6989 0 0 5 0 0 0
Aldea 0 4,0210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4,711 0 0 0
Descanso 0 6,0791 0 0 0 0 0 0 6,3811 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Platanal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tesalia 4,01 0 0 3,5118 0 5,4698 0 5,0737 0 0 0 0 0 0 4,3953 0 4,845 0
VillaXimena 0 5,6901 5,69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ramada 0 3,799 0 0 0 4,01 0 0 0 4,255 5,5593 0 0 0 0 0 5,1903 0
Bejucos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Manzano 0 0 0 0 0 8,3 0 0 0 0 7,8488 0 0 0 0 0 0 0
Selva 0 0 0 0 4,6989 4,875 0 0 0 4,301 0 0 0 0 0 0 0 0
Manzano 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BellaVista 0 0 0 0 0 0 0 0 7,0711 0 0 0 0 0 6,658 0 5,7745 0
Macarena 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8,3 0 0
Selva 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4,398 0 0 0 0 7,2201
Lisbrán 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Playa Rica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6,619 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudomonas sp. P. putida P. fluorescensP. citronellis P. fulva Rhodococcus sp.R. wratislaviensisR. erythropolis R. fascians Rhod opacus Rhodo phenolicSphing mizutaiiSinorhizobum sp.Stenotrophomonas sp.Steno.maltophiliaStaphylococcus sp.Sta hy saprophStreptococcus suis Variovorax sp.
Ilusion 0 0 6,06 0 0 0 5,6119 0 0 0 0 4,6989 0 0 5,176 0 0 0 0
Veraguas 4,9826 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lusitania 7,1145 0 5,37 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 6,2302 0 0 0 0
Aldea 6,7207 6,7461 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3,8129 3,6989 0 4,0413
Descanso 0 7,698 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6,7551 0 0
Platanal 5,1238 7,022 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6,2857 0 0 0 0
Tesalia 5,6496 0 0 0 8,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4,688 0 0 0 0
VillaXimena 5,9059 3,5118 8,3 0 0 0 0 4,176 0 0 0 0 5,718 0 4,176 0 0 0 7,039
Ramada 0 0 4,055 0 0 5,075 0 4,255 0 0 0 0 0 0 4,9419 3,799 4,4857 4,9777 0
Bejucos 7,0136 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 7,5315 0 0 0 0
Manzano 0 0 6,862 6,8621 0 0 0 0 0 0 0 0 7,981 0 8,3 0 0 0 0
Selva 6,8388 5,301 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6,9758 0 0 0 0 0
Manzano 0 5,7925 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4,903 0 0
BellaVista 6,6334 6,826 0 0 0 5 0 6,5965 0 0 0 0 6,653 0 0 0 0 0 0
Macarena 4,6403 5,7137 0 0 0 0 0 0 5,4771 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6,5378
Selva 6,1074 0 6,619 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4,602 0 0 0 0
Lisbrán 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Playa Rica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8,3 0 7,5659 0 0 0 0
Forestal
Forestal
Bosque
Cafetal
Pastizal
Bosque
Cebollal
Bosque
Cafetal
Pastizal
Bosque
Cebollal
Fuente: Los autores. 
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Matriz de riqueza de especies para las cuencas de las fincas de las cuencas de los ríos La Vieja y Otún en el EM2 
 
Uso de suelo Finca
Achromobacte
r xylosoxidans
Acinetobact
er sp.
A.calcoaceticu
s
A. 
gyllenbergii
Arthrobacter 
sp.
Bacillus 
cereus
Brevibacterium 
casei
Burkholderia 
sp. B. cepacia
Chryseobacterium 
indologenes
Citrobater 
freundii
Comamonas 
testosteroni Dyella japonica
Microbacterium 
sp.
Micrococcus. 
Luteus
Ochrobactrum 
sp.
Ochrobactrum 
anthropi
Paenibacillu
s sp.
Ilusión 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.423
Lusitania 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.977 0 0 0
Veraguas 0 0 0 0 0 0 5.698 0 5.602 0 5.698 0 0 0 0 0 6.204 0
Ramada 0 0 6.612 6.698 7.061 0 0 7 0 0 7 6,88 0 0 0 0 0 0
Ximena 0 7.306 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.796 0 0 0 0 0 0
Tesalia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.596 0 0 0 0 0 6.484
Descanso 0 0 0 0 0 0 0 5 7.645 0 0 7.326 0 7.062 0 0 0 0
Platanera 0 0 0 0 0 0 0 0 5.903 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aldea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0
Manzano 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.484 0 0 0 0 0 0
Bejucos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8.984 0 0 0 0 0 0
SelvaB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 7.361 0
BellaVista 0 0 5.176 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.176 0 0
Macarena 7.099 0 0 0 7.196 0 0 0 0 0 0 7.027 0 0 0 0 0 0
ManzanoC 0 0 0 0 0 5.698 0 0 0 0 0 7.447 0 0 0 0 0 0
SelvaPF 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PlayaRica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8.083 5.544 0 0 0 0 0
Lisbran 0 7.602 0 0 0 7.931 6.607 7.945 0 0 0 0 0 0 6.812 0 0 0
Pseudomonas 
sp. P. putida P. fluorescens P. citronellis P. tolasii
P. 
flavescens P. poae
R. 
erythropolis
Rhodo 
phenolic
Serratia 
marscencens
Sphingobacteri
um multivorans
Sphingobacter
ium sp.
Stenotrophomona
s sp. S. maltophilia
S. 
nitrireducens
Staphylococcu
s sp.
Xanthomonas 
sp.
Ilusión 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.113 0 6.258 7.630 0 0 0
Lusitania 0 0 7.176 0 0 0 0 6.698 0 0 0 0 0 5.705 0 0 0
Veraguas 0 0 5.176 0 0 0 7.362 0 0 6 0 0 5.845 6.554 0 0 0
Ramada 0 5.301 0 0 0 7.875 0 7.369 0 0 0 6.698 0 7.338 0 0 0
Ximena 0 0 0 0 0 0 0 7.377 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tesalia 6.879 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.657 0 0 5,176
Descanso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.159 0 0 0
Platanera 0 6.698 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.047 0 7.176 0
Aldea 0 0 0 6.991 7.103 0 0 0 0 0 0 0 0 6.915 0 0 0
Manzano 5.397 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.886 0 0 0
Bejucos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.375 0 0 0
SelvaB 0 0 0 0 5.653 0 7.909 7.832 0 0 0 0 7.047 6.529 7,9 0 0
BellaVista 0 7.698 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.176 0 0 0
Macarena 7.271 0 0 0 0 0 6.698 7.301 7.420 0 0 0 0 0 0 0 0
ManzanoC 0 7.268 0 0 0 6 0 7.015 0 0 0 0 0 6.658 0 0 0
SelvaPF 0 0 0 5.301 0 0 0 7.491 0 0 0 0 0 7.194 0 0 0
PlayaRica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.699 0 0 0
Lisbran 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8.079 0 0 0
Cebollar
Forestal
Bosque
Pastizal
Cafetal
Bosque
Cebollar
Forestal
Bosque
Pastizal
Cafetal
Bosque
 Fuente: Los autores. 
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